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Bakterielle  Lassopeptide  sind  ribosomal  synthetisierte,  bioaktive  Peptide,  die  sich  aus  16  bis  21 
proteinogenen  Aminosäuren  zusammensetzen.  Sie  zeichnen  sich  durch  eine  verzweigt‐zyklische 
Primärstruktur aus, die durch einen N‐terminalen Makrolaktamring und einen  linearen C‐Terminus 
charakterisiert  ist. Der C‐Terminus  ist nicht frei beweglich, sondern durch den makrozyklischen Ring 
hindurch  gefädelt  und  dabei  entweder  durch  sterische  Hinderung  voluminöser 
Aminosäureseitenketten oder kovalent durch Disulfidbindungen verankert. Die daraus resultierende 
Lassostruktur führt zu einer außerordentlichen Stabilität gegenüber Proteasen, hohen Temperaturen 
und  chemischen  Denaturierungsmitteln  und  begründet  in  Kombination  mit  der  genetischen 
Kodierung  und  bakteriellen  Herkunft  das  steigende  Interesse  an  diesen  einzigartig  strukturierten 
Peptiden.  
In dieser Arbeit wurde ein auf Genomischem Mining basierendes Verfahren zur Identifizierung neuer 
Lassopeptidbiosynthesecluster  in  Bakterien  entwickelt.  Mit  Hilfe  dieser  Strategie  konnte  ein 
kryptisches  Gencluster  im  Genom  von  Burkholderia  thailandensis  E264  identifiziert  und  eine 
Verbindung mit der Masse des postulierten Lassopeptids im Kulturüberstand nachgewiesen werden. 
Strukturuntersuchungen  mittels  Massenspektrometrie  und  NMR‐Spektroskopie  belegten  die 
Lassostruktur der  isolierten Verbindung, die Capistruin genannt wurde. Das 19‐AS Lassopeptid, das 
eine  antibakterielle  Aktivität  gegen  Vertreter  des  pathogenen  Burkholderia  cepacia‐Komplexes 
zeigte, konnte durch Expression des Genclusters in Escherichia coli heterolog produziert werden. Die 
anschließende Mutationsanalyse  des  ribosomalen  Vorläuferproteins  führte  zur  Identifizierung  von 
vier  Positionen  innerhalb  der  Lassopeptidsequenz,  die  kritisch  für  die  Reifung  des  Peptids waren. 
Innerhalb des  Leaderpeptids  erwies  sich  Threonin  an der  P2‐Position der  Proteaseschnittstelle  als 
essentiell  für  die  Prozessierung  des  Vorläufers.  Durch  eine  Stabilitätsanalyse  ausgewählter 
Capistruinvarianten wurden Einblicke  in Struktur‐Stabilitäts‐Beziehungen erhalten und Arg15 als der 
für die Verankerung des C‐Terminus verantwortliche Rest  identifiziert. Ferner wurde mit Capistruin 
R15A/F16A  das  erste  temperatursensitive  Lassopeptid  generiert,  das  thermisch  in  eine  verzweigt‐
zyklische Struktur entfaltet werden kann. 






Die  relaxierte  Substratspezifität  der  Biosynthesemaschinerie  von  Lassopeptiden  legte  eine 
Verwendung  der  stabilen  Peptidgerüste  zur  Präsentation  von  Pharmakophoren  nahe,  um  die 
intrinsischen  Stabilitätseigenschaften mit  den  Funktionen  bioaktiver  Epitope  zu  kombinieren.  Die 
Konversion des Lassopeptids MccJ25  in einen nanomolaren  Inhibitor von v3 und v5  Integrinen 
mit anti‐angiogenetischer Wirkung durch die Insertion des Integrinbindungsmotivs RGD in das stabile 
Peptidrückgrat verdeutlicht dieses bisher ungenutzte Potential lassostrukturierter Peptide. 











Ac        Acetyl 
ADP        Adenosin‐5'‐Diphosphat 
Amp        Ampicillin 
ATP        Adenosin‐5'‐Triphosphat 
AsnB        Asparagin Synthetase B 
‐LS        ‐Laktamsynthetase 
BLAST        Basic Local Alignment Search Tool 
BMRB        Biologische Magnetische Resonanz Datenbank 
Bp        Basenpaare 
BrCN        Bromcyan 
Da        Dalton 
ddH2O        doppelt destilliertes H2O 
DMSO        Dimethylsulfoxid 
DNA        Desoxyribonukleinsäure 
DSMZ        Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
DTT        Dithiothreitol 
EIC        Extrahiertes Ionenchromatogramm 
ESI‐MS        Elektrospray‐Ionisations‐Massenspektrometrie 
FPLC        Schnelle Flüssigkeitschromatographie 
GST        Glutathion‐S‐Transferase 
HEPES        2‐N'‐[N‐(2‐Hydroxyethyl)‐Piperazinyl]‐Ethansulfonsäure 
HPLC        Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 
IC50        halbmaximale Inhibitionskonzentration 
IMAC        Immobilisierte Metallionen‐Affinitätschromatographie 
IPTG        Isopropyl‐‐D‐Thiogalactopyranosid 
Kan        Kanamycin 
KSI        Ketosteroidisomerase 
MALDI‐MS      Matrix‐unterstütze‐Laserdesorptions/Ionisations‐Massenspektrometrie 
MBP        Maltose‐Bindungsprotein 
MccJ25       Microcin J25 
MCS        Multiple Klonierungsstelle 
MeOH        Methanol 
MIC        minimale Hemmkonzentration 
MS        Massenspektrometrie 
NMR        Kernspinresonanzspektroskopie 
NOE        Kern‐Overhauser‐Effekt 
NRP        nichtribosomales Peptid 
NRPS        Nichtribosomale Peptidsynthetase 
NTA        Nitrilotriessigsäure 
OD600        optische Dichte bei = 600 nm 
ORF        offener Leserahmen 





PDB        Protein Datenbank 
Ppant        4'‐Phosphopantethein 
Pi        anorganisches Phosphat 
pI        isoelektrischer Punkt 
RBS        ribosomale Bindungsstelle 
rpm        Umdrehungen pro Minute 
RP‐HPLC      Umkehrphasen‐Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 
RP        ribosomales Peptid 
RT        Raumtemperatur 
SAM        S‐Adenosylmethionin 
SDS        Natriumdodecylsulfat 
SDS‐PAGE      Natriumdodecylsulfat‐Polyacrylamid‐Gelelektrophorese 
sp.        Spezies 
SPPS        Festphasenpeptidsynthese 
tR        Retentionszeit 
TFA        Trifluoressigsäure 
TRIS        Tris‐(Hydroxymethyl)‐Aminomethan 
v/v        Volumen/Volumen 



































Naturstoffe  werden  als  chemische  Verbindungen  definiert,  die  über  eine  biologische  Aktivität 
verfügen und aus natürlichen Quellen (Mikroorganismen, Pflanzen und Tieren) stammen. Sie werden 
seit  Jahrtausenden von menschlichen Gesellschaften  zu unterschiedlichen Zwecken eingesetzt. Die 
Verdopplung  der  Lebenserwartung  innerhalb  des  20.  Jahrhunderts  liegt  unter  anderem  in  der 





stellten Naturstoffe  und  ihre Derivate  einen  Anteil  von mehr  als  50%  an  allen  neu  zugelassenen 
Produkten [3]. Das Marktvolumen beträgt  insgesamt mehr als 40 Millarden US Dollar [4]. Das hohe 
Potential  der  Naturstoffe  liegt  in  ihrer  chemischen  Diversität  und  Komplexität  begründet.  Nach 
biosynthetischen Gesichtspunkten wird  zwischen Peptiden, Alkaloiden, Kohlenhydraten,  Terpenen, 
Polyketiden,  Fettsäuren und  Lipiden unterschieden. Die hohe Komplexität  resultiert direkt aus der 
evolutionären Entwicklung der Naturstoffe. Es wird davon ausgegangen, dass die Strukturen im Laufe 
der Evolution als Reaktion auf Veränderungen der natürlichen Umgebung enstanden sind.  Im Falle 
eines  Selektionsvorteils  wurden  die  für  die  Biosynthese  verantwortlichen  Gene  beibehalten  und 
durch  genetische Modifizierungen weiter optimiert,  so dass die heutigen Naturstoffe als Produkte 
einer natürlichen kombinatorischen Bibliothek verstanden werden können [4]. Die Reaktion auf sich 
verändernde  Umweltbedingungen,  insbesondere  von  Mikroorganismen,  als  Ursache  für  die 
Entstehung  der  chemischen  Diversität  ist  zugleich  ein  großer  Nachteil  bei  der  Bekämpfung 
pathogener  Vertreter,  da  diese  Adaptation  auch  die  Ausbildung  von  Resistenzen  miteinschließt. 
Resistenzen  gegenüber  Antibiotika  können  durch  (I)  Inaktivierung  der  Verbindung  mittels  eines 
Enyzms  (z.B.  ‐Laktamase),  (II)  Reduzierung  der  intrazellulären  Konzentration  durch  Export  des 
Antibiotikums, (III) Modifizierung des Zielmoleküls zur Verminderung der Affinität des Antibiotikums, 
(IV) Überproduktion des Zielmoleküls, (V) Überwindung der Notwendigkeit des Zielmoleküls und (VI) 









der  Zielverbindung  während  der  Reinigung  in  der  Regel  auf  ihre  biologische  Aktivität  oder 
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charakteristische  physiko‐chemische  Eigenschaften.  Neben  diesem  traditionellen  Ansatz  hat  sich 
innerhalb  der  letzten  Jahre  ein  neuer,  alternativer  Ansatz  entwickelt,  der  eine  rationalere 
Herangehensweise  erlaubt.  Die Weiterentwicklung  von  Sequenzierungstechnologien  hat  zu  einer 
signifikanten Beschleunigung und Kostenreduzierung bei der  Sequenzierung  vollständiger Genome 
geführt. Die daraus resultierende Vielzahl von DNA Sequenzen unterschiedlicher Organismen in den 
öffentlichen Datenbanken  kann  zur  Entdeckung  neuer  chemischer  Strukturmotive  aus  natürlichen 
Quellen  genutzt werden  [6,7]. Dieses  Konzept  zur  Isolierung  neuer Naturstoffe  basierend  auf  der 






der Organisation  von  Biosynthesegenen  in  Clustern  zeigen  bakterielle Gene  keine Unterteilung  in 
Exons  und  Introns  und  sind  daher  prädestiniert  für  die  Entwicklung  des  rationalen  Konzepts  des 
Genomischen  Minings.  Im  Folgenden  sollen  daher  Konzepte  für  die  Isolierung  bakterieller 
Naturstoffe mittels Genomischen Minings vorgestellt werden. 
Zur  Identifizierung  neuer  Naturstoffe  mittels  Genomischen  Minings  wird  zunächst  eine 
bioinformatische Analyse des Genoms durchgeführt, um mögliche Biosynthesegene  zu  lokalisieren 
und den kodierten Proteinen putative Funktionen zuzuordnen (Abbildung 1.1). Diese primäre Analyse 
basiert  auf  Homologievergleichen  mit  Proteinen  bekannter  Funktion.  Nach  der  Identifizierung 
putativer  Biosynthesegene  folgt  die  eingehende  bioinformatische  Analyse  der  5'‐  und 
3'‐flankierenden Bereiche, um alle möglichen Komponenten des putativen Clusters zu erfassen. Nach 
der  vollständigen  Vorhersage  eines  Biosyntheseclusters  können  die  Kultivierungsbedingungen 
anhand von RT‐PCR, Northern Blots oder Microarray‐Studien  identifiziert werden, unter denen eine 
Expression  des  Clusters  stattfindet.  Ist  unter  den  analysierten  Bedingungen  keine  Expression  zu 
beobachten,  spricht man  von  einem  „stillen“  Gencluster,  das  durch  genetische Manipulation  der 
regulatorischen  Gene  oder  der  Promotorregionen  aktiviert  werden  kann  [11].  Anzumerken  ist 
hierbei, dass die Wahl der Fermentationsbedingungen einen großen Einfluss auf das Metabolom hat 
und  dass  die  im  natürlichen Habitat  zur  Expression  des Genclusters  notwendigen  Stimuli  oftmals 
nicht  im Labor  simuliert werden können. Beispielsweise  zeigte der  sogenannte OSMAC  (one  strain 
many  compounds)‐Ansatz,  dass  durch  eine  systematische  Variation  der  Kultivierungsparameter 
(Zusammensetzung  des  Mediums,  Sauerstoffgehalt,  Kultivierungsgefäß,  Anwesenheit  von 
Enzyminhibitoren)  20  unterschiedliche Naturstoffe  aus  einem Organismus  isoliert werden  können 
[12].  
Nach  der  Verifizierung  oder  Aktivierung  der  Expression  ist  das  weitere  Vorgehen  von  der 
vorhandenen  Information  über  den  zu  isolierenden  Naturstoff  abhängig. Wenn  die  Struktur  der 
Zielverbindung  teilweise  oder  vollständig  vorhergesagt  werden  kann,  bietet  sich  eine  gerichtete 
Fraktionierung des Kulturextrakts an, die auf Bioassays, HPLC‐MS oder HPLC‐DAD basiert. Ein Beipsiel 
für  die  erfolgreiche  Anwendung  dieser  Strategie  ist  die  Isolierung  des  Polyen‐Makrolaktams 
Salinilactam A  aus dem marinen Actinomyceten  Salinispora  tropica  [13]. Durch  Sequenzvergleiche 
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wurde  in  dessen  Genom  ein  Biosynthesegencluster  identifiziert,  das  ein  modular  aufgebautes 
Polyketidsynthasen (PKS)‐System enthielt und  laut Sequenzanalyse die Assemblierung eines Polyen‐









aber die Vorhersage der  verwendeten  Substrate möglich  ist,  kann durch  Inkorporation markierter 
Vorläufermoleküle eine NMR‐basierte Fraktionierung und Identifizierung angewendet werden. Diese 
Strategie  ermöglichte  die  Isolierung  des  nichtribosomalen  Peptids  Orfamide  A  aus  Pseudomonas 
fluorescens PF‐5 [14]. Durch bioinformatische Analyse der Substratspezifität der an der Biosynthese 
beteiligten nichtribosomalen Peptidsynthetasen  (NRPS) wurde  Leucin  als  Substrat  identifiziert und 
durch  Fütterungsexperimente mit  15N‐markiertem  Leucin  in  Kombination mit  1H‐15N  HMBC NMR‐
Experimenten der kryptische Naturstoff  in den chromatographischen Fraktionen des Kulturextrakts 
nachgewiesen  und  charakterisiert.  Alternativ  dazu  ist  mit  Hilfe  der  postulierten  Substrate  die 
Identifizierung  des  kryptischen  Naturstoffs  durch  eine  aufwendige  in  vitro  Rekonstitution  mit 
gereinigten  Einzelkomponenten  zu  erreichen.  Dieser  Ansatz  führte  zur  Isolierung  des  Zwei‐
Komponenten  Lantibiotikums Haloduracidin  aus  Bacillus  halodurans  C‐125,  dessen  Biosynthese  in 
vitro durch Kombination der heterolog exprimierten und gereinigten Proteine mit den postulierten 
Substraten  und  Kofaktoren  rekonstituiert  wurde  [15].  Der  Vorteil  dieser  Vorgehensweise  ist  die 
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Entkopplung  der Biosynthese  von  jedweder Regulation  innerhalb des Wirtsorganismus, wobei der 
Arbeitsaufwand als gewichtiger Nachteil zu berücksichtigen ist. 
Wenn  strukturelle  Informationen  vollständig  fehlen,  also weder  Substrate noch Teilstrukturen des 
Produkts vorhersagbar sind, kann der kryptische Naturstoff durch gezielte genetische Manipulation, 
wie beispielsweise Gen‐Knockouts oder heterologe  Expression,  in Kombination mit  vergleichender 
Metabolomanalyse gefunden werden. Ein Beispiel  für die erfolgreiche Anwendung dieses Ansatzes 
ist die Isolierung des Hydroxamat‐Siderophors Coelichelin aus Streptomyces coelicolor A3(2) [16,17]. 
In  diesem  Fall  konnte  zwar  die  Struktur  und  putative  biologische  Aktivität  (Fe(III)‐Chelatisierung) 
vorhergesagt werden,  jedoch  erfolgte die  Identifizierung des  Siderophors  anhand  eines Vergleichs 
des Metabolitprofils zwischen dem Wildtyp und einem Knockout‐Stamm.  






Neben Alkaloiden, Kohlenhydraten, Terpenen, Polyketiden,  Fettsäuren und  Lipiden  stellen Peptide 
eine  große  und  pharmakologisch  interessante  Klasse  innerhalb  des  heterogenen  chemischen 
Strukturraums  der Naturstoffe  dar.  Chemisch  handelt  es  sich  um  Biopolymere  aus  kondensierten 
Aminosäuren (AS), wobei eine Vielzahl von Modifizierungen zu einer großen Strukturdiversität führt. 
Trotz  dieses  einfachen Grundaufbaus  hat  die Natur  zwei  unabhängige  Biosynthesewege  für  diese 
Naturstoffe entwickelt [18]. Man unterscheidet dabei zwischen den ribosomalen Peptiden (RP), bei 
denen  das  Polypeptidgerüst  durch  das  Ribosom  anhand  eines mRNA‐Templats  synthetisiert wird 
[19],  und  den  nichtribosomalen  Peptiden  (NRP),  die  mit  Hilfe  von  multimodular  aufgebauten 
Enzymkomplexen,  den  nichtribosomalen  Peptidsynthetasen  (NRPS),  assembliert  werden 
(Abbildung 1.2)  [20,21].  Der  Hauptunterschied  beider  Biosynthesewege  besteht  darin,  dass 
ribosomale Peptide aufgrund der mRNA‐vermittelten Synthese auf den Einbau der 20 proteinogenen 
Aminosäuren  limitiert sind, während nichtribosomale Peptide durch die vom Ribosom unabhängige 
enzymatische Assemblierung eine Vielzahl  von Monomeren  integrieren  können.  So wurden bisher 
mehr als 500 Monomere in NRPs beschrieben, darunter nicht‐proteinogene Aminosäuren, Fettsäuren 
und  ‐Hydroxysäuren  [22].  Diese  Diversität  der  Monomere  liefert  einen  wichtigen  Beitrag  zur 
Strukturvielfalt der NRPs und  ist entscheidend  für  ihre biologische Aktivität. So wird beispielsweise 
durch die Verwendung nicht‐proteinogener Aminosäuren eine Stabilität gegenüber proteolytischem 
Abbau garantiert und die hydrolytische Inaktivierung durch Proteasen im Zielorganismus verhindert. 











Die  Biosynthese  ribosomaler  Peptide  folgt  einem  allgemeinen  Prinzip.  Sie  beginnt  mit  der 
Transkription  eines  Vorläufergens  in  die  korrespondierende  mRNA,  die  anschließend  durch  das 




N‐Terminus  des  Leaderpeptids  ein  Signalpeptid  zur  Steuerung  der  subzellulären  Lokalisierung  in 
Eukaryoten und eine Erkennungssequenz C‐terminal zum Kernpeptid vorhanden sein. Das Kernpeptid 
entspricht  dem  Segment  des  Vorläuferproteins,  das  in  das  finale  Produkt  konvertiert  wird.  Die 
Funktion  des  Leaderpeptids  unterscheidet  sich  für  verschiedene  Klassen  ribosomaler 
Peptidantibiotika, wobei  folgende  Rollen  in  der  aktuellen  Literatur  diskutiert werden  [23]:  (I) Das 
Leaderpeptid stellt ein Sekretionssignal dar und vermittelt damit den Transport durch Membranen. 
(II) Es dient als Erkennungsmotiv für die posttranslationalen Reifungsenzyme. (III) Das Leaderpeptid 
dient  als  intramolekulares  Chaperon  und  assistiert  damit  bei  der  Faltung  und  Konversion  in  das 
gereifte Peptid. (IV) Es verleiht einen Schutz gegenüber proteolytischem Abbau und erhöht damit die 
intrazelluläre Halbwertszeit.  (V) Das  Leaderpeptid  führt  zu  einer  Inaktivierung  und  damit  zu  einer 
Selbstimmunität bis zum Zeitpunkt der Proteolyse und des Exports. 













Trotz  oder  gerade wegen  der  Limitierung  auf  die  20  proteinogenen  Aminosäuren  in  ribosomalen 
Peptiden hat sich im Laufe der Evolution eine zu den nichtribosomalen Peptiden analoge strukturelle 
Diversität  entwickelt,  die  durch  intensive  posttranslationale  Modifikationen  des  Peptidgerüsts 
realisiert  wird.  Diese  posttranslationalen  Modifikationen  können  in  Modifikationen  der 
Aminosäureseitenketten und des Peptidrückgrats unterteilt werden (Tabelle 1.1).  
Bei  den  Seitenkettenmodifikationen  findet man  Dehydratisierungen  von  Ser  oder  Thr  unter  der 
Bildung von 2,3‐Didehydroalanin bzw. (Z)‐2,3‐Didehydrobutyrin. Diese dehydratisierten Aminosäuren 
sind  in allen Klassen der  Lantibiotika  zu  finden und  reagieren häufig  intramolekular mit Cysteinen 
unter  Ausbildung  der  charakteristischen  Lanthionmotive  [24].  Neben  der  Dehydratisierung  sind 




bzw.  Methyloxazol  überführt  werden  können  [19].  Beispiele  für  ribosomale  Peptide  mit 
heterozyklischen Strukturen sind Microcin B17 [25] und die Cyanobactine [26]. Darüber hinaus ist die 
Addition von Isopreneinheiten eine Strategie zur Seitenkettenderivatisierung, wie die Farnesylierung 
oder Geranylierung  eines  hochkonservierten  Tryptophanrestes  in  ComX  Signalpeptiden  zeigt  [27]. 
Eine weit verbreitete Modifikation  ist die Ausbildung von Disulfidbrücken, also die Oxidation zweier 
Cysteinreste  unter  Ausbildung  einer  S‐S‐Bindung,  die  die  Peptide  in  eine  biologisch  aktive 
Konfiguration  zwingt  [28].  Die  Conopeptide  aus  Meeresschnecken  der  Gattung  Conus  [29],  die 
Cyclotide  aus  Pflanzen  [30]  und  die  antimikrobiellen Defensine  [31]  sind  Beispiele  für  ribosomale 
Peptide mit Disulfidmotiven. Eine bisher einzigartige Seitenkettenmodifikation ist die Ausbildung von 
Thioethern  zwischen Cysteinen und ‐C Atomen  im  zirkulären Peptidantibiotikum Subtilosin A aus 
Bacillus subtilis [32]. 
Modifikationen  des  Peptidrückgrats  stellen  eine  weitere  Strategie  zur  Strukturdiversifizierung 
ribosomaler  Peptide  dar.  Die  einfachste  und  sehr  häufig  vorhandene Modifikation  ist  dabei  die 
Proteolyse, bei der das Kernpeptid aus dem Vorläuferprotein generiert wird [23]. Darüber hinaus sind 
Makrozyklisierungen  unter  Bildung  von makrozyklischen  bzw.  verzweigt‐zyklischen  Laktamen  eine 
häufig  beobachtete  Modifikation,  die  bei  allen  zirkulären  Bacteriocinen  [33],  Cyclotiden  [34], 
Einleitung 
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Makrozyklische  Peptidstrukturen  können  prinzipiell  aus  Reaktionen  (I)  des  Peptidrückgrats, 
(II) zwischen dem Rückgrat und einer Seitenkette oder (III) zwischen zwei Seitenketten hervorgehen. 
Chemisch  resultieren diese Makrozyklen  aus  intramolekularen Reaktionen unter der Bildung eines 
Makrolaktams,  ‐laktons,  ‐thiolaktons,  Lanthionins,  Thioethers  oder  einer  Disulfidbrücke.  Im 
Folgenden soll der Schwerpunkt auf Vertretern  liegen, die durch eine  intramolekulare Amidbindung 
unter  Einbeziehung  des  Peptidrückgrats  charakterisiert  sind,  also  zur  Klasse  der  Makrolaktame 
zählen.  Die  Ausbildung  dieser  zyklischen  Strukturen  kann  theoretisch  entweder  durch  eine 
Einleitung 
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sogenannte  Kopf‐zu‐Schwanz  (engl. head‐to‐tail)‐Zyklisierung unter Ausbildung  eines  Peptids ohne 
erkennbaren  N‐  oder  C‐Terminus  [42]  oder  durch  eine  Kondensationsreaktion  des  N‐  oder 
C‐Terminus  mit  einer  sauren  Aminosäure  (Asp  oder  Glu)  bzw.  einem  Lysinrest  erfolgen 






Abbildung  1.4:  Mögliche  Makrozyklisierungsstrategien  unter  Bildung  eines  Makrolaktams  und 
Einbeziehung  des  Peptidrückgrats  bei  ribosomalen  Peptiden.  Makrolaktame  können  aus  einer 
Kondensationsreaktion zwischen der N‐terminalen ‐NH2‐Gruppe und C‐terminalen Carboxylgruppe  (1), 






Bacteriocine  werden  als  ribosomal  synthetisierte  Peptidantibiotika  definiert,  die  von  Bakterien 




Kernpeptids  mit  der  ‐Carboxylgruppe  der  C‐terminalen  Aminosäure  unter  Ausbildung  einer 
Peptidbindung  reagiert.  Diese  Verknüpfung  des  N‐  und  C‐Terminus  führt  zu  einer  signifikanten 
Verringerung  der  konformationellen  Entropie  der  zuvor  flexiblen  linearen  Peptide  und  damit  zur 
Stabilisierung  der  bioaktiven  Konformation.  Ferner  resultiert  daraus  eine  Resistenz  gegenüber 
Proteolyse  durch  Exoproteasen.  Neben  der  Ausbildung  dieser  makrozyklischen  Struktur  weisen 
zirkuläre  Bacteriocine  keine  weiteren  posttranslationalen  Modifikationen  auf.  Die  bislang 
beschriebenen 9 Vertreter wurden ausschließlich aus grampositiven Bakterien  isoliert  (Tabelle 1.2) 












Acidocin B  Lactobacillus acidophilus M46  33  58  [44] 
AS‐48  Enterococcus faecalis S‐48  35  70  [45] 
Butyrivibriocin AR10  Butyrivibrium fibrisolvens AR10  22  58  [46] 
Carnocyclin A  Carnobacterium maltaromaticum   4  60  [47] 
Circularin A  Clostridium beijerinckii ATCC 25752  6  69  [48] 
Gassericin A1  Lactobacillus gasseri LA39  33  58  [49] 
Reutericin 61  Lactobacillus reuteri LA6  33  58  [50] 
Uberolysin  Streptococcus uberis 42  3  78  [51] 
Subtilosin A  Bacillus subtilis  8  35  [52] 
1 Gassericin A und Reutericin 6 wurden kürzlich als chemisch identisch identifiziert [53] 
 
Bisher  konnte  die  Biosynthese  der  zirkulären  Bacteriocine  aufgrund  fehlender  in  vitro 
Charakterisierung  der Modifikationsenzyme  nicht  aufgeklärt werden,  aber  die  finale  Struktur  der 
Peptide  impliziert  ihren Ablauf.  Im ersten Schritt der Biosynthese muss das Nukleophil (N‐Terminus 
des  Kernpeptids)  durch  proteolytische  Abspaltung  des  Leaderpeptids  freigesetzt  werden.  In  der 
nachfolgenden Kondensationsreaktion reagiert die freigesetzte ‐Aminogruppe mit der C‐terminalen 
Carboxylgruppe unter Bildung des Makrolaktams. Die Ausbildung einer Amidbindung zwischen einer 
Säurefunktion  und  einem  primären  Amin  erfordert  jedoch  unter  den  intrazellulären  Bedingungen 











Abbidung  1.5:  Struktur  von  Subtilosin  A.  (A)  Schematische  Darstellung  von  Subtilosin  A.  Die  zur 
makrozyklischen Struktur führende Peptidbindung zwischen Asn1 und Gly35  ist als schwarzer Strich und 
die drei Thioetherbindungen  sind  in orange dargestellt.  (B) NMR‐Struktur von Subtilosin A  (PDB 1PXQ). 
Das  Peptidrückgrat  ist  als  blauer  Cartoon  gezeigt.  Die  Peptidbindung  Asn1‐Gly35  sowie  die 






beispielsweise  die  Biotin  Synthase  angehört  [54].  Proteinen  dieser  Familie  ist  ein  CxxxCxxC Motiv 
gemein,  das  für  die  Bindung  eines  [4Fe‐4S]‐Clusters  notwendig  ist.  Radikal‐SAM‐Proteine  spalten 
nach  der Bindung  von  SAM  den  [4Fe‐4S]+‐SAM‐Komplex  in  einen  [4Fe‐4S]2+‐Met‐Komplex  und  ein 
5'‐Desoxyadenosylradikal, das anschließend ein Wasserstoffatom vom Substrat abstrahiert und somit 
einen Radikalmechanismus initiiert [55,56]. Für die Bildung des Makrozyklus wird dagegen eine Rolle 
der  beiden  putativen  Proteasen  AlbE  und  AlbF  diskutiert,  von  denen  eine  vermutlich  das 





Abbildung  1.6:  Biosynthesegencluster  und  schematische  Darstellung  der  putativen  Biosynthese  von 
Subtilosin A. (A) Biosynthesegencluster von Subtilosin A. Gene, die für prozessierende Enzyme kodieren, 
sind  in  blau,  das  Vorläufergen  in  schwarz  und  Gene  für  Selbstimmunität  in  grün  dargestellt.  Gene 
unbekannter Funktion sind grau markiert. (B) Putative Biosynthese. Das 43‐AS Vorläuferpeptid SboA wird 
in  das  lineare  Subtilosin  A  und  das  Leaderpeptid  gespalten.  Die  freigesetzte  ‐NH2‐Gruppe  des  Asn1 
reagiert  anschließend  in  einer  Kondensationsreaktion mit  der  C‐terminalen  Carboxylgruppe  des  Gly35 
unter Ausbildung  des  zyklischen  Subtilosins A,  das  durch  Einführung  der  3  Thioetherbindungen  in  das 




gramnegative  Bakterien  eine  inhibitorische  Wirkung  [58].  Dabei  interagiert  Subtilosin  A  mit  der 










Cyanobactine  sind makrozyklische  ribosomale Peptide aus  frei  lebenden oder endosymbiontischen 
Cyanobakterien, die  sich  aus  6,  8 bzw.  11 Aminosäuren  zusammensetzen  [62,63]. Darüber hinaus 
enthalten sie bis zu vier Heterozyklen (Abbildung 1.7). Die am besten untersuchten Vertreter dieser 
Klasse  ribosomaler  Peptide  sind  die  cytotoxischen  Patellamide  A‐C  [64],  die  von  dem 
Endosymbionten Prochloron didemni der Seescheide Lissoclinum patella produziert werden [65]. Das 
Vorläuferprotein  der  Patellamide  PatE  enthält  ein  N‐terminales  Leaderpeptid  sowie  zwei 
Kernpeptidsequenzen  aus  acht  Aminosäuren,  die  jeweils  von  ähnlichen  Tetrapeptidsequenzen 
flankiert  werden.  Die  Reifung  dieser  Kernpeptidsequenzen  umfasst  zwei  Proteolyseschritte,  die 
Makrozyklisierung und die Einführung der vier heterozyklischen Ringsysteme. In vitro Studien haben 
gezeigt, dass das patG‐Genprodukt des patABCDEFG‐Genclusters für die Spaltung der Peptidbindung 
C‐terminal  zum  Kernpeptid  verantwortlich  ist  und  anschließend  die makrozyklische  Kondensation 
katalysiert  [66].  Laut  Sequenzalignments  ist  PatG  vermutlich  eine  Serinprotease  mit  der 
charakteristischen  katalytischen  Triade  Ser544‐His614‐Asp779.  Die  Spaltung  der  Peptidbindung 
C‐terminal zum Kernpeptid (N‐terminal zur AYDG‐Tetrapeptidsequenz) führt dabei zur Bildung eines 
Acyl‐Enzym‐Intermediats,  bei  der  das  Peptid  als Oxoester  an  PatG  gebunden  und  der  C‐Terminus 
aktiviert ist. Dieser Ester wird im Anschluss nicht wie im Falle einer Protease unter Verwendung von 
H2O als Nukleophil hydrolysiert, sondern der nukleophile Angriff der ‐Aminogruppe des Kernpeptids 
führt  zur  Regenerierung  des  Enzyms  unter  Bildung  des Makrolaktams.  Die Makrozyklisierung  der 
Cyanobactine  kann  daher  chemisch  als  Transamidierung  verstanden  werden.  Besonders 
hervorzuheben ist, dass für die Zyklisierung eine breite Substratspezifität beobachtet wurde, da PatG 
mehr  als  30  unterschiedliche  Oktapeptidsequenzen  zyklisierte,  sofern  die  C‐terminale  AYDG‐
Tetrapeptiderkennungssequenz  präsent war. Desweiteren wurde  experimentell  gezeigt,  dass  PatA 
für die Spaltung der Peptidbindung N‐terminal zu den Kernpeptidsequenzen verantwortlich  ist. Bei 
der Einführung der Heterozyklen wird eine Rolle von PatD diskutiert [67]. Interessanterweise wurden 
bei  einem  PCR‐basierten  Screening  nach  patE‐Genen  in  Prochloron‐Spezies  aus  46 
Seescheidenproben des tropischen Pazifiks mehr als 20 PatE‐Varianten gefunden, die lediglich in der 
Kernpeptidregion  variierten  [68].  Es  ist  also  anzunehmen,  dass  durch  Punktmutationen  innerhalb 
dieses Kernpeptids eine natürliche Biobliothek von Cyanobactinen entstanden  ist. Somit kann eine 







Abbildung  1.7:  Patellamide.  (A)  Biosynthesegencluster  der  Patellamide.  Gene  von  prozessierenden 
Enzymen sind  in blau, das Vorläufergen  in schwarz und Gene für Proteine unbekannter Funktion  in grau 
dargestellt. Die Kernpeptidsequenzen innerhalb von PatE, die für Patellamid A und Patellamid C kodieren, 






Ursprung  der  Amatoxine  und  Phallotoxine  aufgeklärt  [69],  die  für  die  Toxizität  der  Pilze  aus  der 




der  Thiolfunktion  eines  Cysteins  und  dem  C2‐Kohlenstoff  der  Indolseitenkette  eines  Tryptophans 
aufweisen, die bei den Amatoxinen  zum Sulfoxid oxidiert  ist  [69]. Außerdem  sind die Seitenketten 
zum  Teil  hydroxyliert  (Abbildung 1.8).  Zur  Untersuchung  des  biosynthetischen  Ursprungs  der 
fungalen Toxine wurde das Genom von A. bisporigera, einem Amatoxin‐ und Phallotoxinproduzenten 
aus Nordamerika, sequenziert und dabei Vorläufergene sowohl für das Amatoxin ‐Amantin als auch 















Abbildung  1.8:  Amatoxine  und  Phallotoxine.  cDNA  basierte  Vorläuferproteine  von  ‐Amanitin  und 
Phallacidin.  Die  Kernpeptidsequenzen  sind  in  rot  hervorgehoben  und  die  beiden  Prolinreste  am 





Makrozyklische  ribosomale  Peptide  wurden  nicht  nur  in  Bakterien  und  Pilzen,  sondern  auch  in 
Pflanzen  nachgewiesen.  Die  aus  den  Pflanzenfamilien  Violaceae,  Rubiaceae  und  Cucurbitaceae 
isolierten Cyclotide setzen sich aus 28 – 37 AS zusammen und besitzen neben der makrozyklischen 
Laktamstruktur drei Disulfidbrücken,  die durch  6  hochkonservierte Cysteine  gebildet werden  [34]. 
Diese  liegen  in  einer  verknoteten  Anordnung  vor  und  werden  daher  als  CCK‐Motiv  (engl.  cyclic 
cysteine knot) bezeichnet, das als Charakteristikum  für diese Klasse von makrozyklischen Peptiden 
gilt. Dabei bilden zwei Disulfidbrücken zusammen mit dem Peptidrückgrat einen Zyklus, durch den 
die  dritte  Disulfidbindung  hindurchragt.  Die  Vorläuferproteine  von  Cyclotiden  stimmen  in  ihrer 
Organisation  mit  dem  bereits  beschriebenen  typischen  Aufbau  überein.  Sie  verfügen  über  eine 
N‐terminale Signalsequenz für das Endoplasmatische Retikulum (ER), ein Leaderpeptid und eine oder 
mehrere  Kopien  des  Kernpeptids,  vor  denen  sich  jeweils  repetitive  Sequenzen,  sogenannte 
N‐terminale Repeats (NTR), befinden (Abbildung 1.9). Darüber hinaus liegt am C‐Terminus eine kurze 
hydrophobe  Sequenz  vor  [73].  Ein  ribosomaler  Vorläufer  kann  daher  als  Edukt  zur  Biosynthese 
mehrerer  und  auch  unterschiedlicher  Cyclotide  dienen. Anhand  der  Sequenzen  von mehr  als  140 
isolierten Cyclotiden [74]  in Kombination mit der wachsenden Zahl von Nukleinsäuresequenzen, die 
für Cyclotidvorläuferproteine kodieren  [75], kann ein Modell der biosynthetischen Reifung aus den 
Vorläuferproteinen  postuliert  werden.  Es  scheint,  dass  Pflanzen  keine  neue  enzymatische 
Infrastruktur  zur  Prozessierung  entwickelt  haben.  Stattdessen  verwenden  Cyclotid‐produzierende 
Pflanzen  ubiquitär  vorhandene  Asparaginyl‐Endoproteasen,  die  normalerweise  Peptidbindungen 
Einleitung 
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C‐terminal  von Aspartat  oder Asparagin  spalten,  um mit  der Makrozyklisierung  die  zur Hydrolyse 
reverse Reaktion  zu katalysieren  [76,77]. Unterstützt werden diese Ergebnisse durch die Tatsache, 
dass alle bekannten Vorläuferproteinsequenzen über ein Asp/Asn am C‐Terminus des Kernpeptids 












Vorläuferproteine  enthalten  ein  Signalpeptid  für  das  Endoplasmatische  Retikulum  (grün),  ein 
Leaderpeptid  (schwarz)  sowie  die  Kernpeptidsequenzen  (rot),  die  von  repetitiven  Sequenzen  (grau) 




Cyclotide  zeigen  eine  Vielzahl  biologischer  Aktivitäten,  die  von  einer  anti‐HIV  über  eine 





Aufgrund  der  hohen  Stabilität  gegenüber  Temperatur,  chemischen  Denaturierungsmitteln  und 
Proteasen  [83] wurden  Cyclotide  als  stabile  Peptidgerüste  zur  Präsentation  von  pharmakologisch 
aktiven  Epitopen  diskutiert  und  auch  bereits  angewendet  [73].  Bei  diesem  sogenannten  Epitop 
Grafting Konzept werden bekannte oder beispielsweise durch Phage Display  identifizierte bioaktive 
Peptidepitope  in  die  Schleifenbereiche  des  Cyclotidgerüsts  insertiert  (Abbildung  1.10).  Dadurch 
können neue biologische Funktionen eingeführt und mit den Vorteilen des stabilen Cyclotidgerüsts 
kombiniert werden [84]. Die Insertion des RRKRRR‐Epitops, das für die Bindung an den Rezeptor des 
vaskulären,  endothelialen  Wachstumsfaktors  (engl.  vascular  endothelial  growth  factor  receptor, 
Einleitung 
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VEGFR)  entscheidend  ist,  in  die  Schleife  5  des  Cyclotids  Kalata  B1  resultierte  in  einem  VEGFR‐















und über eine breite  antibakterielle Wirkung  verfügen  [86,87]. Das erste ‐Defensin RTD‐1 wurde 
1999 aus Leukocyten von Rhesusaffen  isoliert  [88]. Dabei handelte es sich um ein makrozyklisches 
Oktadekapeptid,  das  analog  zu  den ‐  und  ‐Defensinen  drei Disulfidbrücken  enthielt  (Abbildung 
1.11).  Die  Vorläuferproteine  der  ‐Defensine  zeigen  Homologien  zu  denen  der  ‐Defensine  und 
enthalten  ein  Kernpeptid  aus  neun  Aminosäuren.  Für  die  Reifung  der  ‐Defensine  ist  daher  die 
Ligation  zweier  Nonapeptide,  also  im  Gegensatz  zu  den  bisher  vorgestellten  makrozyklischen 
Peptiden  die  Ausbildung  von  zwei  neuen  Peptidbindungen,  notwendig.  Interessanterweise  sind 




Vorläuferproteine  sind  zwar  vorhanden,  allerdings  existiert  ein  Stoppcodon  innerhalb  des 
Signalpeptids, das zum frühzeitigen Abbruch der Translation führt [35]. Diese Mutation ist vermutlich 
bei  einem  gemeinsamen  Vorgänger  von  Menschen,  Schimpansen  und  Gorillas  aufgetreten  [89]. 
Anhand  der  Kernpeptidsequenzen  wurden  jedoch  die  theoretischen  humanen  ‐Defensine 
synthetisiert  und  als  Retrocycline  bezeichnet  [90].  Das  bisher  am  eingehendsten  untersuchte 
Retrocyclin 2 zeigte eine breite antibakterielle Aktivität und konnte Zellen vor dem Eintritt von HIV 





Abbildung  1.11:  Postulierte Biosynthese  und  Struktur  der  ‐Defensine.  ‐Defensine werden  aus  zwei 
Vorläuferproteinen durch Ligation zweier 9‐AS Kernpeptidsequenzen und durch die Ausbildung von drei 
Disulfidbrücken generiert. Strukturell zeichnen sie sich durch ein antiparalleles ‐Faltblatt und den drei in 






Die  bisher  beschriebenen  makrozyklischen  ribosomalen  Peptide  zeichnen  sich  durch  eine 
Verknüpfung  des  N‐  und  C‐Terminus  mittels  einer  Amidbindung  aus.  Neben  diesen  head‐to‐tail 
zyklisierten Peptiden existieren auch verzweigt‐zyklische Makrolaktame ribosomalen Ursprungs, die 
sogenannten  Lassopeptide. Dabei handelt es  sich um  ribosomal assemblierte Peptide aus 16 – 21 
Aminosäuren, die  sowohl von grampositiven als auch gramnegativen Bakterien produziert werden 
[36].  Eine  Kondensationsreaktion  der  ‐NH2‐Gruppe  eines  N‐terminalen  Gly/Cys  mit  der 
Seitenkettencarboxylgruppe  eines  Asp/Glu  an  Position  8  oder  9  resultiert  in  einer  verzweigt‐
zyklischen Struktur, die durch einen 8‐ bzw. 9‐AS Makrolaktamring und einen  linearen C‐terminalen 
Schwanz  charakterisiert  ist  (Abbildung 1.12A). Dieser  lineare exozyklische C‐Terminus  ist allerdings 
nicht  frei  beweglich,  sondern  durch  den  N‐terminalen  Makrozyklus  hindurch  gefädelt 
(Abbildung 1.12B),  was  zur  Ausbildung  der  charakteristischen  Lassostruktur  führt  [97,98].  Der 
hindurch  gefädelte  C‐terminale  Schwanz  ist  dabei  entweder  nichtkovalent  durch  die  sterische 
Hinderung  voluminöser  Seitenketten  oder  kovalent  durch  eine  Disulfidbrücke  zwischen  dem 
C‐Terminus  und  dem  Makrozyklus  innerhalb  des  Makrolaktamrings  fixiert.  Lassopeptide  werden 
anhand der Gegenwart  (Klasse  I) oder Abwesenheit  (Klasse  II)  von  4  konservierten Cysteinen, die 
zwei Disulfidbindungen ausbilden, klassifiziert (Abbildung 1.13) [36]. Sie setzen sich ausschließlich aus 









der  Klasse  I  liegen  zusätzlich  2  Disulfidbrücken  vor.  (B)  Dreidimensionale  Struktur  von  Lassopeptiden. 
Durch eine Isopeptidbindung (Stabmodell) zwischen der ‐Aminogruppe von Gly/Cys an Position 1 mit der 
Seitenkettencarboxylfunktion  von Asp/Glu an Position 8/9 entsteht ein 8/9‐AS Makrolaktamring  (gelb), 
durch  den  der  lineare  C‐Terminus  (blau)  hindurch  gefädelt  ist.  Der  hindurch  gefädelte  C‐terminale 





Bisher sind drei Vertreter der Klasse  I‐ und vier Vertreter der Klasse  II‐Lassopeptide  in der Literatur 
beschrieben  (Tabelle 1.3). Die Lassopeptide der Klasse  I MS‐271, RP 71955 und Siamycin  II wurden 
ausschließlich  aus  Streptomyceten  isoliert  und  unterscheiden  sich  in  ihrer  Primärstruktur  lediglich 
durch  konservative  Ile‐Val  Substitutionen  an  den  Positionen  4  und  17  [99‐101].  Zu MS‐271  und 
RP 71955  identische Peptide wurden aus anderen Streptomyceten‐Stämmen  isoliert und als NP‐06 
[102] und Siamycin  I [103,104] bzw. Aborycin [105] bezeichnet. Die sehr homologen Peptide zeigen 
eine Vielzahl  biologischer Aktivitäten,  unter  anderem  die  Inhibition  der HIV‐Fusion  [102,106,107], 




Schwanz  ist durch den N‐terminalen Ring hindurch  gefädelt, wobei  sich die Aminosäuren 10 – 15 
oberhalb und die Reste 16 – 21 unterhalb der Ringebene befinden  (Abbildung 1.14A),  so dass die 
Peptidbindung  zwischen  Tyr15  und  Ala16  innerhalb  des  Makrolaktamrings  positioniert  ist 
[98,104,108].  Darüber  hinaus  bilden  die  vier  Cysteine  an  den  Positionen  1,  7,  13  und  19  zwei 
Disulfidbindungen,  wobei  jeweils  ein  Cysteinrest  innerhalb  des  Makrozyklus  und  einer  des 
C‐terminalen Schwanzes kovalent verknüpft sind (Cys1‐Cys13; Cys7‐Cys19). Die stabile Verankerung 








Lassopeptid  Sequenz  Peptidlänge (Ringgröße)  Produzentenstamm  Referenz 
Klasse I         
MS‐2711  CLGVGSCNDFAGCGYAIVCFW 21 (9)  Streptomyces sp.  [98] 
RP 719552  CLGIGSCNDFAGCGYAVVCFW 21 (9)  Streptomyces sp.  [108] 
Siamycin II  CLGIGSCNDFAGCGYAIVCFW 21 (9)  Streptomyces sp.  [104] 
Klasse II        
Microcin J25  GGAGHVPEYFVGIGTPISFYG  21 (8)  Escherichia coli  [109] 
RES‐701‐1  GNWHGTAPDWFFNYYW 16 (9)  Streptomyces sp.  [97] 
Lariatin A  GSQLVYREWVGHSNVIKP 18 (8)  Rhodococcus sp.  [110] 
Lariatin B  GSQLVYREWVGHSNVIKGPP 20 (8)  Rhodococcus sp.  [110] 
1 Synonyme: NP‐06 und Siamycin I; 2 Synonyme: Aborycin 
 
Die  Lassopeptide  der  Klasse  II  enthalten  im Gegensatz  zu  denen  der  Klasse  I  keine  Cysteine  und 
weisen alle ein Glycin an Position 1 auf (Abbildung 1.13). Mit Microcin J25 (MccJ25) aus Escherichia 
coli  AY25  [111],  RES‐701‐1  aus  Streptomyces  sp.  RE‐701  [112,113]  und  Lariatin  A  und  B  aus 
Rhodococcus  sp.  K01‐B0171  [110,114]  sind  bisher  vier  Vertreter  beschrieben.  Lariatin  A  und  B 
unterscheiden  sich  in  ihrer  Länge  von  18  bzw.  20  Aminosäuren,  stimmen  jedoch  nicht  in  der 
Aminosäure  an  Position  18  überein,  weshalb  eine  Bildung  von  Lariatin  A  durch  C‐terminalen 
proteolytischen Abbau von Lariatin B auszuschließen  ist. Die biologischen Aktivitäten der Klasse  II‐
Lassopeptide  reichen  von  Inhibition  der  RNA‐Polymerase  für  MccJ25  [115,116]  über 
antimycobakterielle  Aktivität  der  Lariatine  [110]  bis  hin  zu  antagonistischer  Bindung  an  den 
Endothelinrezeptor B im Falle des RES‐701‐1 [112].  
Die Lassopeptide der Klasse  II unterscheiden sich  im Gegensatz zu denen der Klasse  I  in Größe und 
Verknüpfungsart des Makrolaktamrings (Tabelle 1.3). Die Primärstruktur von RES‐701‐1 zeichnet sich 
durch  einen  9‐AS Makrolaktamring  aus,  der  aus  einer  Isopeptidbindung  zwischen Gly1  und  Asp9 
resultiert, wohingegen MccJ25 und die Lariatine einen 8‐AS Mamkrolaktamring aufweisen, der aus 





Lassopeptide  besitzen  durch  die  Kombination  aus  Makrolaktamring,  Disulfidbrücken  und  der 
Lassotopologie  eine  sehr  rigide  Struktur  (Abbildung  1.14),  die  ihnen  trotz  des  Aufbaus  aus 






Abbildung  1.13:  Klassifizierung  der  Lassopeptide.  Lassopeptide  der  Klasse  I  besitzen  ein  Cystein  an 







Abbildung  1.14:  Strukturvergleich  von  Lassopeptiden  der  Klassen  I  und  II.  (A)  NMR‐Struktur  von 
RP 71955  (PDB  1RPB).  (B)  NMR‐Struktur  von  Lariatin  A  [110].  Der  Makrolaktamring  ist  in  gelb,  die 




Studien  bewiesen wurden,  sind  in  der  Literatur  drei  verzweigt‐zyklische  Peptide  beschrieben,  die 
über  einen  N‐terminalen  Makrolaktamring  aus  acht  oder  neun  Aminosäuren  verfügen 
(Abbildung 1.15).  Dabei  handelt  es  sich  um  Anantin  aus  Streptomyces  coerulescens  [117,118], 
Propeptin aus Microbispora sp. SNA‐115 [119,120] und BI‐32169 aus Streptomyces sp. [121]. Alle drei 
Peptide  sind  ausschließlich  aus  proteinogenen  Aminosäuren  aufgebaut,  was  einen  ribosomalen 
Ursprung  nahelegt.  Sie  variieren  in  ihrer  Länge  zwischen  17  und  19  Aminosäuren  und  der 

















Microcin  J25  ist  der  am  besten  untersuchte Vertreter  der  Lassopeptide. MccJ25 wurde  1992  von 
Salomon  et  al.  aus  dem  Kulturüberstand  von  Escherichia  coli  AY25  isoliert  und  als  hydrophobes, 
antibakterielles Peptid mit einem Molekulargewicht von etwa 2 kDa beschrieben [111]. Dass es sich 
bei diesem antibakteriellen Peptid aus E. coli um ein Lassopeptid handelt, wurde erst  im  Jahr 2003 
von  drei  unabhängigen  Gruppen  mittels  NMR‐spektroskopischen  und  massenspektrometrischen 
Studien  eindeutig  bewiesen  [109,122,123].  Bis  dahin  wurde  eine  den  zirkulären  Bacteriocinen 
analoge makrozyklische  Struktur  angenommen  [124,125]. MccJ25  setzt  sich  aus 21 proteinogenen 
Aminosäuren  zusammen  und  ist  durch  einen  8‐AS Makrolaktamring  charakterisiert,  der  aus  einer 





Lassostruktur  von MccJ25 wird  darüber  hinaus  durch  zwei  kurze  antiparallele  ‐Faltblätter,  einer 
Salzbrücke  zwischen  His5  und  der  ‐Carboxylgruppe  des  terminalen Gly21,  sowie  durch  van‐der‐









hindurch  gefädelte  C‐Terminus  blau  dargestellt.  Die  lösungsmittelzugängliche  Oberfläche  ist  in 
transparentem grau gezeigt.  (B) Sekundärstrukturelemente. Die  zwei kurzen antiparallelen ‐Faltblätter 
zwischen  Val6‐Pro7  und  Ser18‐Phe19  sowie  Phe10‐Val11  und  Thr15‐Pro16  sind  in  rot  dargestellt. 





Aus  der  ungewöhnlichen  Lassostruktur  resultiert  eine  außerordentliche  Stabilität  gegenüber 
extremen  pH‐Werten,  hohen  Temperaturen,  chemischen  Denaturierungsmitteln  und  Proteasen 
[36,124]. Lediglich intensiver Thermolysinverdau führt zu einer Spaltung der Peptidbindung zwischen 
Phe10 und Val11  [124]. Diese Proteolyse  liefert  jedoch nicht  zwei  isolierte Peptide,  sondern einen 
binären  Peptidkomplex  (t‐MccJ25)  aus  dem  verzweigt‐zyklischen  Fragment  Gly1‐Phe10  und  dem 
linearen  Peptid  Val11‐Gly21,  dessen  Struktur  so  stabil  ist,  dass  sie  sogar  NMR‐spektroskopisch 
bestimmt werden konnte  (Abbildung 1.17) [126]. Der binäre Peptidkomplex dissoziiert nicht  in 8 M 
Harnstoff  und  zeigt  eine  im  Vergleich  zum  intakten  Peptid  um  den  Faktor  100  geringere 
antibakterielle  Aktivität  [126,127].  Derartige  binäre  Peptidkomplexe  wurden  neben  dem 
Thermolysinverdau auch bei der Fragmentierung von MccJ25 in der Gasphase beobachtet und gelten 
als  massenspektrometrischer  Beweis  der  Lassostruktur,  da  ihre  Bildung  nicht  mit  anderen 
Konformationen  erklärt  werden  kann  [109,122,128].  Darüber  hinaus  unterscheidet  sich  das 
Fragmentierungsverhalten  in der Gasphase  signifikant  von dem  eines  verzweigt‐zyklischen Peptids 
ohne  Lassotopologie.  Die  Intensität  der  b‐  und  y‐Fragmentionen  ist  im  Falle  der  Lassostruktur 








Abbildung  1.17:  NMR‐Struktur  von  MccJ25  nach  Spaltung  durch  Thermolysin  (t‐MccJ25). 
(A) Schematische Darstellung von MccJ25. (B,D) NMR‐Struktur von MccJ25 nach Thermolysinverdau (PDB 
1S7P). Thermolysin  spaltet die Peptidbindung  zwischen Phe10 und Val11. Durch die  sterische Fixierung 














Die  Reifung  des  Lassopeptids  aus  dem  Vorläuferprotein  McjA  bedarf  (I)  der  proteolytischen 
Abspaltung  des  Leaderpeptids,  wobei  mit  der  ‐NH2‐Gruppe  das  Nukleophil  der 
Kondensationsreaktion  generiert  wird,  (II)  der  Seitenkettenaktivierung  der  ‐Carboxylgruppe  des 
Glu8,  dem  Elektrophil  der  Zyklisierungsreaktion,  (III)  der  Vorfaltung  des  Kernpeptids  in  eine 
lassoartige Topologie sowie  (IV) der Makrozyklisierung. Dabei  ist entscheidend, dass die Vorfaltung 
der  Makrozyklisierung  voraus  geht,  da  die  sterisch  anspruchsvollen  Reste  (Phe19,  Tyr20)  den 
geschlossenen Makrolaktamring nicht passieren können, also die Bildung der Lassostruktur aus der 




von  ATP,  Mg2+  und  DTT  essentiell  für  die  Reifung  des  Lassopeptids.  Bisher  ist  es  jedoch  nicht 
gelungen,  Intermediate  (z.B.  lineares MccJ25)  der  Biosynthese  nachzuweisen,  so  dass  den  beiden 










McjB  zeigt  geringe Homologie  zu  Transglutaminasen  (Tabelle  1.4). Diese  Proteine  katalysieren die 
kovalente  Quervernetzung  von  Proteinen  durch  eine  Acyltransferreaktion  zwischen  der 
‐Carboxamidfunktion eines Glutamins des einen Proteins und der ‐Aminogruppe eines Lysins des 
anderen  Proteins  (Abbildung  1.19), wobei  auch  andere  primäre Amine  als Acylakzeptoren  dienen 
können  [132].  Enzyme  dieser  Superfamilie  verfügen  über  jeweils  einen  konservierten  Cystein‐, 
Histidin‐  und  Aspartatrest,  die  zusammen  eine  katalytische  Triade  bilden.  Da  viele  bakterielle 















während  Asparaginsynthetasen  die  Bildung  von  Asparagin  aus  Aspartat  unter  Verwendung  von 
Glutamin als Ammoniakquelle  katalysieren  (Abbildung 1.20)  [136]. Beide Enyzme  verwenden Mg2+ 
und  ATP  als  Kofaktoren  und  katalysieren  die  Bildung  einer  Amidbindung  im  Anschluss  an  die 
Aktivierung einer Carboxylgruppe durch Adenylierung. Bei den AsnBs handelt es sich um Proteine aus 




N‐  und  C‐terminale Domäne  und  ermöglicht  den  Transport  des  generierten NH3  zur  C‐terminalen 
Domäne  [136].  Die  Funktionen  der  homologen  Proteine  legen  daher  eine  Rolle  bei  der 
Seitenkettenaktivierung des Glutamats  für McjC nahe.  Interessanterweise  ist ein  für die Hydrolyse 
des  Glutamins  essentieller  Cysteinrest  in  der  N‐terminalen  Domäne  der  AsnB  in  McjC  nicht 
vorhanden.  Diese  katalytische  Aktivität  ist  für  die  Makrolaktambildung  in  MccJ25  auch  nicht 






die  ‐Laktamsynthetase  bei  der  Konversion  von  N‐Carboxyethyl‐L‐Arginin  (CEA)  zu 
Desoxyguanidinoproclavaminsäure (DPGC) im Rahmen der Clavulansäuresynthese. (B) Asparaginsynthese 
aus Aspartat unter Verwendung von Glutamin als Ammoniakquelle durch die Asparagin Synthetase B. Bei 
beiden  Reaktionen  wird  die  Carboxylgruppe,  die  jeweils  das  Elektrophil  der  Amidbildungsreaktion 
darstellt, unter ATP‐Verbrauch als Adenylat aktiviert. 
 
McjD  ist  homolog  zu  ABC‐Transportern  und  verantwortlich  für  die  Sekretion  des  intrazellulär 
gebildeten MccJ25. Darüber hinaus  verleiht  es dem Produzentenstamm Resistenz  gegenüber dem 








Protein  NAS  Homologie  Postulierte Funktion  GenBank Zugangsnummer 
McjA  58  ˗  MccJ25 Vorläuferprotein  AAD28494.1 





McjD  580  ABC‐Transporter  Exporter; Immunitätsprotein  AAD28497.1 
1 Swiss‐Prot Zugangsnummer 
 




die  Adenylierung  der  Seitenkettencarboxylgruppe  von Glu8,  also  die  Aktivierung  des  Elektrophils. 
Nach einer Vorfaltung des 21‐AS Peptids  in eine  lassoartige Topologie wird der Makrolaktamring  in 





Abbildung 1.21: Postulierte Biosynthese  von MccJ25. Das  zur Asparagin  Synthetase B homologe McjC 
katalysiert  wahrscheinlich  in  einer  ATP‐  und  Mg2+‐abhängigen  Reaktion  die  Adenylierung  der 
‐Carboxylgruppe des Glu8 innerhalb der Lassosequenz von McjA (rot). McjB zeigt geringe Homologien zu 
Transglutaminasen und hydrolysiert vermutlich die Peptidbindung zwischen Leaderpeptid  (schwarz) und 











Für  den  Produzenten  einer  bioaktiven  Verbindung  ist  die Gewährleistung  der  eigenen  Immunität 
gegenüber  dem  Naturstoff  entscheidend.  Im  Falle  des  MccJ25  ist  neben  McjD  das  äußere 
Membranprotein TolC für die Selbstimmunität essentiell [137]. TolC  ist ein trimeres ‐Fass Protein, 
das  in  der  äußeren Membran  integriert  ist  und  den  periplasmatischen  Raum  bis  in  die Nähe  der 
inneren Zellmembran durchspannt [138]. TolC‐abhängige Transportmaschinerien spielen beim Export 
von Virulenzfaktoren und antibakteriellen Verbindungen eine Rolle. Interessanterweise wurde neben 
dem  im  Gencluster  kodierten  Exporter  McjD  mit  dem  ABC‐Transporter  YojI  ein  alternatives 
Exportprotein identifiziert, das die Funktion von McjD übernehmen kann [139].  
MccJ25  zeigt  eine  antibakterielle  Aktivität  gegenüber  einer  Vielzahl  an  Enterobacteriaceae,  unter 
anderem  gegen  pathogene  Salmonella‐,  Shigella‐  und  Escherichia‐Stämme  mit  MIC‐Werten  im 





Die  eigentliche  physiologische  Funktion  dieses  Komplexes  liegt  in  der  Aufnahme  von 
Hydroxamatsiderophoren,  allerdings  dient  er  daneben  auch  als  Rezeptor  für  Colicine  und 
Bakteriophagen sowie als Transporter für verschiedene Antibiotika [143]. Der Komplex vermittelt den 
Transport durch die  äußere  Zellmembran. Darüber hinaus  ist  SbmA  für die  Sensitivität  gegenüber 
MccJ25  notwendig  und  für  den  Transport  über  die  innere  Membran  verantwortlich  [142].  Das 
intrazellulare  Zielmolekül  von  Microcin  J25  ist  die  RNA‐Polymerase  [144].  In  vitro 
Transkriptionsstudien haben gezeigt, dass MccJ25 in der Lage ist, die RNA‐Polymerase gramnegativer 
Bakterien  zu  inhibieren.  Quervernetzungs‐  und  Fluoreszenz  Resonanz  Energietransfer  (FRET)‐
Experimente  identifizierten  den  sekundären  Kanal  der  RNA‐Polymerase  als  Bindungsstelle  des 
Peptids mit  einer  KD  von  0.6 µM  [115,116]. Da  der  sekundäre  Kanal  zur NTP‐Aufnahme  dient,  ist 
anzunehmen, dass MccJ25 durch Bindung  innerhalb des Kanals den Eintritt der NTPs und damit der 
Substrate  der  RNA‐Synthese  verhindert.  Gestützt wird  dieser  Befund  durch  resistenzvermittelnde 





Ribosomale  Peptide  erlauben  aufgrund  ihrer  genetischen  Kodierung  der  Vorläuferproteine  die 
Herstellung  von  Mutantenbibliotheken  durch  genetisches  Engineering.  Diese  Mutanten  der 
Vorläuferproteine  können  anschließend  hinsichtlich  ihrer  Prozessierung  in  die  gereiften  Peptide 
untersucht und Derivate der Naturstoffe bezüglich ihrer biologischen Aktivität analysiert werden. Die 
Möglichkeit  durch  etablierte molekularbiologische  Techniken  eine Vielzahl  von  Peptidvarianten  zu 
generieren,  ist  ein  entscheidender  Vorteil  ribosomaler  Peptide  gegenüber  den  nichtribosomalen 
Vertretern,  bei  denen  die  Herstellung  von  Derivaten  in  vivo  einer  sehr  anspruchsvollen 
Einleitung 
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Reprogrammierung der multimodularen  Enzymkomplexe bedarf.  Entscheidende Voraussetzung  für 
diesen Mutageneseansatz  ist  die  Kenntnis  des  genetischen  Systems,  das  für  die  Produktion  des 
ribosomalen Peptids verantwortlich ist. Daher ist von den bekannten Lassopeptiden lediglich MccJ25 
für  eine  derartige  Untersuchung  geeignet,  da  die  Biosynthesecluster  der  übrigen  Vertreter 
unbekannt sind. 
Severinov  et  al.  haben  als  erste  diesen  Ansatz  für  MccJ25  durchgeführt  und  eine  vollständige 
Bibliothek von Punktmutanten generiert, bei denen jede Aminosäure mit Ausnahme von Glu8 durch 
die übrigen 19 proteinogenen Aminosäuren  substituiert wurde  [146]. Für Glu8 wurde  lediglich die 
chemisch  sinnvolle Mutation  zu  Aspartat  untersucht.  Insgesamt wurden  381  Einzelmutanten  von 
McjA,  die  alle  in  der  Lassosequenz  lokalisiert waren,  bezüglich  ihrer  Konversion  in Microcin  J25‐
Derivate  evaluiert.  Dabei  zeigte  sich,  dass  242  der  381  Mutanten  (64%)  in  die  Lassostruktur 




Phenylalanin  oder  Isoleucin,  beides  C‐verzweigte  und  damit  ebenfalls  sterisch  anspruchsvolle 
Aminosäuren, toleriert. Darüber hinaus wurde die E8D‐Mutante von MccJ25 nicht produziert, so dass 
Glu8 ebenfalls als essentielle Aminosäure eingestuft werden kann. Diese vier kritischen Positionen 






Abbildung  1.22: Mutagenesestudien  zur Reifung  von MccJ25.  Schematische Darstellung  (A)  und NMR 
Struktur  (B) von MccJ25. Die Farbgebung entspricht einem Ampelschema  (grün: Substitutionen werden 




sowie  ihrer Fähigkeit, das Wachstum von gramnegativen Bakterien  zu  inhibieren, analysiert. Dabei 
zeigten  155  der  242  produzierten Derivate weiterhin  inhibitorische  Aktivität  gegenüber  der  RNA‐
Einleitung 
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Polymerase.  Die  Positionen  Gly4,  Pro7,  Tyr9,  Phe10  und  Phe19  erwiesen  sich  als  kritisch  für  die 
Wechselwirkung mit der RNA‐Polymerase, da dort  lokalisierte  Substitutionen  in einem Verlust der 
inhibierenden Wirkung  resultierten  (Abbildung  1.23A).  Interessanterweise  bilden  diese  fünf  Reste 
eine kontinuierliche Fläche auf der Oberfläche von MccJ25  (Abbildung 1.23B und C). Vermutlich  ist 
dieses  Motiv  für  eine  produktive  Interaktion  mit  dem  sekundären  Kanal  der  RNA‐Polymerase 
entscheidend.  
Bei Wachstumsstudien mit E. coli DH5 und S. flexnerie zeigten 70 der 155 MccJ25‐Varianten, die die 
RNA‐Polymerase  inhibierten,  einen  antibakteriellen  Effekt. Dabei wurden  für  die  Positionen Gly4, 
Pro7, Phe10, Phe19 und Tyr20 keine Substitutionen  toleriert. Es  ist anzunehmen, dass diese Reste 
eine  entscheidende  Rolle  beim  Import  in  die  Zielzelle  spielen.  Sie  bilden  jedoch  keine 
zusammenhängende  Fläche auf der Moleküloberfläche des  Lassopeptids aus. Dies  liegt  vermutlich 
darin  begründet,  dass  der  Import  in  die  Zielzelle  einer  Wechselwirkung  mit  unterschiedlichen 
Proteinen bedarf, da sowohl Interaktionen mit Transportproteinen der äußeren als auch der inneren 
Membran für ein Eindringen notwendig sind. 
Zusammenfassend  kann  festgehalten  werden,  dass  die  unerwartet  hohe  Toleranz  der 






Abbildung  1.23:  Einfluss  der  Einzelsubstitutionen  auf  die  Inhibition  der  RNA‐Polymerase.  (A)  NMR‐
Struktur von MccJ25 (PDB 1Q71). Kritische Positionen für die Inhibition der RNA‐Polymerase sind in blau 
markiert.  (B) Die  für die  Inhibition als essentiell  identifizierten Aminosäuren bilden ein kontinuierliches 
Motiv  (blau)  auf  der  lösungsmittelzugänglichen  Oberfläche  von MccJ25.  (C)  Entspricht  (B)  nach  einer 
180 °‐Drehung um die y‐Achse. 
 
Neben  der  Lassosequenz  wurde  kürzlich  auch  eine  Mutagenesestudie  zur  Untersuchung  des 
Einflusses des Leaderpeptids durchgeführt [147]. Dabei wurden N‐terminal verkürzte McjA‐Varianten 




für  die  Konversion  des  Kernpeptids  in  die  Lassostruktur  ist.  Die  N‐terminalen  28  Aminosäuren 
konnten entfernt werden, ohne die MccJ25‐Biosynthese vollständig zu unterdrücken. Die Verkürzung 
resultierte  zwar  in einer 250‐fachen Reduzierung der  Lassopeptidproduktion, aber dennoch waren 
die Reifungsenzyme  in der Lage, den N‐terminal verkürzten ribosomalen Vorläufer zu prozessieren. 
Demzufolge besteht das Minimalsystem der MccJ25‐Biosynthese bezogen auf das Vorläuferprotein 












Abbildung  1.24:  Minimales  Vorläuferprotein  zur  Biosynthese  von  MccJ25.  Studien  zur  Reifung  von 
N‐terminal verkürzten McjA‐Varianten definierten das minimale Vorläuferprotein McjA30‐58, das durch die 









Das  primäre  Ziel  dieser  Arbeit  war  die  Entwicklung  einer  rationalen  Strategie  zur  Identifizierung 
kryptischer  Lassopeptidbiosynthesecluster  in  bakteriellen  Genomen.  Das  Potential  dieses 
Genomischen Minings  sollte anhand der  Isolierung eines neuen, bisher unbekannten  Lassopeptids 
verdeutlicht werden. Der Naturstoff  sollte  anschließend  in Bezug  auf  seine  Struktur und  Stabilität 
näher  untersucht  werden,  um  die  Ursachen  der  stabilen  Lassofaltung  auf molekularer  Ebene  zu 
verstehen.  Darüber  hinaus  stand  die  biologische  Aktivität  und  Biosynthese  des  Peptids  im 
Mittelpunkt  des  Interesses,  wobei  insbesondere  die  Spezifität  der  Reifungsenzyme  untersucht 
werden  sollte.  Für die Aufklärung der Biosynthese waren  sowohl Mutagenesestudien  in  einem  zu 




zyklische  Primärstruktur  verfügen,  Gegenstand  dieser  Arbeit.  Dabei  sollte  die  bisher  postulierte 
Lassostruktur  durch  massenspektrometrische  und  NMR‐spektroskopische  Studien  verifiziert  oder 
widerlegt werden. 
Darüber  hinaus  sollte  im  Rahmen  dieser  Arbeit  das  Anwendungspotential  von  Lassopeptiden  für 
Protein Engineering Ansätze zur Generierung stabiler Peptid‐basierter Wirkstoffe analysiert werden. 
Dabei  war  die  zentrale  Fragestellung,  ob  durch  die  Insertion  von  bioaktiven  Epitopen  neue 
biologische  Funktionen  in  das  Lassopeptidgerüst  eingeführt  und  damit  die  funktionalen 
Eigenschaften  der  Epitope  mit  den  hervorragenden  Stabilitätseigenschaften  lassostrukturierter 
Peptide  kombiniert werden  können.  Als  bioaktives  Epitop wurde  das  Integrinbindungsmotiv  RGD 























































































































GE Healthcare (Freiburg, Deutschland)  HiTrap Desalting (5 mL), HisTrap HP (1 mL), GSTrap 
HP (1 mL) 
 

































































Expression  von  rekombinanten  Proteinen  als 
Glutathion‐S‐Transferase  (GST)‐Fusionsproteine. 
Die N‐terminale GST‐Fusion  kann  zur Erhöhung 
der  Löslichkeit  heterolog  exprimierter  Proteine 
beitragen  [149]  und  erlaubt  gleichzeitig  eine 
affinitätschromatographische  Reinigung  durch 
die  Bindung  an  Glutathion‐Sepharose. 
Desweiteren  kann  ein  C‐terminaler  His(6)‐Tag 
eingeführt werden. Die klonierten Gene  stehen 
unter  Kontrolle  eines  T7‐Promotors  und  lac‐
Operators. Demzufolge  ist die Transkription der 
klonierten  Gene  abhängig  von  der  T7‐
Polymerase  und  durch  IPTG  induzierbar. 










Der  Expressionsvektor  pSCrhaB2  wurde  für 
genetische Untersuchungen  des  Burkholderia 
cepacia‐Komplexes  entwickelt  [150].  Im 
pSCrhaB2‐Vektor  befindet  sich  das  klonierte 
Gen  unter  der  Kontrolle  des  Rhamnose‐
induzierbaren Promotors PrhaB aus E.  coli und 
wird  nach  Rhamnosezugabe  von  der 
endogenen  RNA‐Polymerase  abgelesen.  Der 
Trimethoprim‐Resistenz  verleihende  Vektor 
wurde  zur  homologen  Expression  von  CapA‐










Der  pCDFDuet‐Vektor  (Novagen)  besitzt  zwei 
multiple  Klonierungsstellen  (engl.  multiple 
cloning site, MCS), die beide unter T7‐Promotor‐ 
und  lac‐Operator‐Kontrolle  stehen.  Die 
Transkription  ist  somit  abhängig  von  der  T7‐
Polymerase  und  induzierbar  durch  IPTG.  In  der 
MCS1  kann eine N‐terminale His(6)‐Tag‐ und  in 
der  MCS2  eine  C‐terminale  S‐Tag‐
Translationsfusion angefügt werden. Neben dem 
pCDFDuet‐Vektor  bietet  Novagen  noch  drei 
weitere  Duet‐Vektoren  an  (pETDuet, 
pACYCDuet,  pRSFDuet),  die  aufgrund 
unterschiedlicher  Replikationsursprünge  (engl. 
origin  of  replication,  ori)  und  Resistenzmarker 










Der  pET31b(+)‐Vektor  (Novagen)  ist  ein 
Expressionsvektor,  der  die  Expression  des 
klonierten Gens  als  Ketosteroidisomerase  (KSI)‐
Fusionsprotein  ermöglicht.  Das  resultierende 
KSI‐Fusionsprotein  wird  aufgrund  der  geringen 
Löslichkeit  der  KSI  als  inclusion  bodies 
exprimiert.  Dadurch  können  unstrukturierte 
Peptide  oder  Proteine,  die  aufgrund  fehlender 
Sekundär‐  und  Tertiärstrukturen  proteaselabil 
sind, vor Proteolyse geschützt werden [151]. Das 
klonierte Gen steht unter der Kontrolle eines T7‐
Promotors  und  lac‐Operators  und  kann  durch 
die  IPTG‐induzierbare  T7‐Polymerase  in  E.  coli 
BL21(DE3)‐Zellen  transkribiert  werden.  Der 











Der  pETMBP_1a‐Vektor  (EMBL)  ist  ein 
Expressionsvektor,  der  eine  Translationsfusion 
des  klonierten  Gens  mit  dem 
Maltosebindungsprotein  (MBP)  erlaubt.  MBP 
ist aufgrund seiner sehr guten Löslichkeit in der 
Lage,  die  Löslichkeit  der  fusionierten  Proteine 
zu  erhöhen  [152,153].  Durch  die  hochaffine 
Bindung  des  MBP  an  Maltose  dient  es 
zusätzlich als Affinitätstag zur Reinigung mittels 
einer  Maltose‐Matrix.  Zusätzlich  besitzt  das 
MBP  einen  N‐terminalen  His(6)‐Tag,  der  eine 
Reinigung mittels Ni2+‐NTA‐Affinitätschromato‐
graphie  ermöglicht.  Zur  Abspaltung  der MBP‐
Fusion  befindet  sich  zwischen  dem MBP  und 
dem Zielprotein eine  Schnittstelle  für die TEV‐













Eine  Auswahl  der  Oligonukleotide,  die  zur  Amplifikation  der  Zielgene  und  zur  Einführung  von 
Mutationen verwendet wurden, ist in Tabelle 2.3 dargestellt. 
 
Tabelle  2.3:  Auswahl  der  in  dieser  Arbeit  verwendeten  PCR‐Primer.  Die  jeweilige  Restriktions‐  bzw. 
Mutationsstelle ist unterstrichen. 










































































































































E.  coli  NEB  10‐beta  (New  England  Biolabs)  wurde  zur  Herstellung  von  Mutanten  mittels 









wurde  als  bakterieller  Wirtsorganismus  zur  heterologen  Expression  plasmidkodierter‐DNA 
verwendet.  Durch  den  Knockout  der  Proteasen  Lon  und  OmpT  wird  die  Halbwertszeit  der 









‐Proteobakterium, das aus einer Reisfeldbodenprobe  in Thailand  isoliert wurde  [155]. Gemäß den 
Technischen  Regeln  für  Biologische  Arbeitsstoffe  (TRBA)  ist  der  Stamm  in  die  Risikogruppe  1 


















Die  aufgeführten  Kulturmedien  wurden  zur  Fermentation  der  in  Abschnitt  2.5  beschriebenen 
Mikroorganismen verwendet. Zur Herstellung eines Festmediums wurde zusätzlich Agar Nr. 1 in einer 
Konzentration von 1.5%  (w/v) vor dem Autoklavieren  (121  °C, 1.5 bar, 20 min) zugegeben. Die zur 
Selektion  verwendeten  Antibiotika  wurden  nach  dem  Autoklavieren  dem  abgekühlten  Medium 
















Capistruinproduktion wurden B.  thailandensis E264 und E. coli  in M9‐Minimalmedium  fermentiert. 
Die mit  einem  Stern  gekennzeichneten  Komponenten wurden  erst nach dem Autoklavieren unter 



































E.  coli  Stämme,  die  das  pTUC202  Plasmid  tragen,  wurden  zur  Produktion  von Microcin  J25  und 
dessen  Varianten  in  M63‐Medium  fermentiert  [156].  Die  mit  einem  Stern  gekennzeichneten 































































Zur  Präparation  chromosomaler  DNA wurden  2 mL  einer  Übernachtkultur  (LB‐Medium,  8  µg/mL 




100  µL  5 M  NaClO4  und  500  µL  CHCl3/Isoamylalkohol  (24:1/v:v)  zugegeben  und  20  s  vortexiert. 
Anschließend wurde zentrifugiert (13000 rpm, 5 min, RT) und die wässrige Phase  in ein neues 2 mL 
Reaktionsgefäß  überführt.  Danach wurden  800  µL  kalter  (4  °C)  96%  aq.  Ethanol  zugegeben  und 
vorsichtig  gemischt,  um  die  chromosomale  DNA  auszufällen.  Die  sichtbare  chromosomale  DNA 
wurde mittels einer Pipettenspitze  in 200 µL 70% aq. Ethanol überführt, mehrere Male mit 70% aq. 
Ethanol  gewaschen  und  bei  37  °C  getrocknet. Die  chromosomale DNA wurde  im Anschluss durch 
Zugabe  von  100  µL  EB‐Puffer  (10  mM  TRIS/HCl,  pH  8.5)  bei  37  °C  resupendiert  und  RNA‐





Zur  Präparation  von  Plasmid‐DNA  aus  E.  coli  wurden  5  mL  LB‐Medium  mit  einer  Einzelkolonie 
inokuliert  und  über  Nacht  bei  37  °C  und  250  rpm  inkubiert.  Anschließend  wurden  2  mL  der 
Übernachtkultur in einem Reaktionsgefäß pelletiert (13000 rpm, 10 min, RT) und das Pellet in 250 µL 
Puffer  P1  (50 mM  TRIS/HCl, pH  8.0,  10 mM  EDTA,  100 µg/mL RNase A)  resuspendiert. Daraufhin 
wurden  250  µL  Puffer  P2  (200 mM  aq.  NaOH,  1%  (w/v)  SDS)  zugegeben,  durch  Invertieren  des 
Reaktionsgefäßes  vorsichtig  vermischt  und  5  min  bei  Raumtemperatur  inkubiert.  Im  Anschluss 





























aus  ~35  Nukleotiden  eingesetzt,  die  die Mutationsstelle  in  ihrer Mitte  enthielten.  Nach  der  PCR 
wurde  das  Amplifikat  mittels  einer  Gelextraktion  (QIAquick  Gel  Extraction  Kit)  gereinigt  und 
anschließend in einer 50 µL Reaktion mit 1 µL DpnI (5000 U/mL) in NEBuffer 4 (50 mM Kaliumacetat, 
20 mM TRIS/Acetat, 10 mM Magnesiumacetat, 1 mM DTT, pH 7.9) 1.5 h bei 37 °C inkubiert, um die 
methylierte  Templat‐DNA  zu  verdauen.  Im  Anschluss  wurden  5  µL  des  Reaktionsansatzes  in 
hitzekompetente  E.  coli  NEB  10‐beta‐Zellen  (New  England  Biolabs)  gemäß  dem 
Transformationsprotokoll  des Herstellers  transformiert  und  auf  LB‐Agar mit  dem  entsprechenden 
Antibiotikum  selektiert.  Nach  der  Präparation  der  Plasmide  (siehe  Abschnitt  3.1.2)  wurde  die 
Mutagenese durch Restriktionskartierung und DNA‐Sequenzierung (GATC Biotech) verifiziert und die 
Plasmide in E. coli BL21(DE3)‐Zellen (Invitrogen) transformiert. 
Zur  Einführung  mehrerer  Mutationen  in  einem  engen  Sequenzbereich  wurde  ein  Verfahren 
basierend  auf  einer  blunt  end‐Ligation  angewendet.  Als  Primer  fanden  zwei  5'‐phosphorylierte 
Oligonukleotide  Verwendung,  die  das  Templatplasmid  auf  der  5'‐Seite  der Mutationsstelle  ohne 
Sequenzverlust  linearisierten,  wobei  der  Forward‐Primer  am  5'‐Ende  die  modifizierte  Sequenz 
enthielt. Das Amplifikat wurde nach der PCR durch eine Gelextraktion  (QIAquick Gel Extraction Kit) 
gereinigt  und  wie  bereits  beschrieben  einem  DpnI‐Verdau  unterzogen.  Anschließend  wurde  der 
Reaktionsansatz mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits  (Quiagen) gereinigt und mittels der T4 





Zur  Herstellung  elektrokompetenter  B.  thailandensis  E264‐Zellen  wurden  300  mL  LB‐Medium  in 




geerntet  und  zweimal  mit  300  mL  sterilem  ddH2O  gewaschen.  Im  Anschluss  wurden  die  Zellen 
zunächst mit  6 mL  sterilem  10%  aq.  Glycerol  gewaschen  und  dann  in  300  µL  10%  aq.  Glycerol 
resuspendiert.  Die  Zellsuspension  wurde  zu  50  µL  aliquotiert  und  entweder  direkt  zur 
Elektrotransformation eingesetzt oder in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei –80 °C gelagert. Zur 
Elektrotransformation wurden 1 µg Plasmid‐DNA (pSCrhaB2‐Konstrukte) zu 50 µL Zellen gegeben und 
durch  Elektroporation  bei  2.5  kV  transformiert.  Anschließend  wurden  350  µL  vorgewärmtes 
LB‐Medium  (37  °C)  zu  den  transformierten  Zellen  gegeben  und  diese  bei  37  °C  und  400  rpm  im 










3.2.1.1  Expression  von  pET28a(+)‐,  pET41a(+)‐,  pETMBP_1a‐,  pETNus_1a‐,  pETSUMO‐,  und 
pBAD102‐Vektoren 
 
Die  Expressionen  wurden  durchgeführt,  indem  500  mL  LB  Medium  (50  µg/mL  Kanamycin  bzw. 
100 µg/mL Ampicillin  im Falle der pBAD102‐Vektoren)  in einem 2 L Kulturkolben mit Schikane mit 5 
mL  einer  Übernachtkultur  des  Expressionsstammes  inokuliert  wurden.  Insgesamt  wurden  im 
präparativen Maßstab 5 L LB‐Medium verwendet. Die inokulierten Kulturkolben wurden bis zu einer 
optischen Dichte (OD) von ~0.3 ( = 600 nm) bei 37 °C und 240 rpm  inkubiert. Anschließend wurde 
die  Temperatur  auf  16  °C  reduziert  und  die  Proteinexpression  durch  Zugabe  von  0.1 mM  IPTG 








LB‐Medium  (50 µg/mL Kanamycin)  in  einem 2  L Kulturkolben mit  Schikane wurde mit  5 mL  einer 












des  Produzentenstammes  inokuliert. Die  inokulierten  Kulturkolben wurden bis  zu  einer OD600  von 
0.8‐1.0 bei 37 °C und 250 rpm  inkubiert. Daraufhin wurde die Expression des capABCD‐Genclusters 
mit 0.05 mM IPTG induziert und die Kulturen für weitere 18 ‐ 42 h fermentiert. Anschließend wurden 
die  Kulturen  durch  Zentrifugation  (6000  rpm,  20  min,  4  °C)  pelletiert  und  die  Zellpellets  und 
Kulturüberstände wie in Abschnitt 3.3 beschrieben extrahiert. 
 
3.2.1.4  Heterologe  Produktion  von  Capistruinvarianten  unter  Verwendung  der  Vektoren 
pET41a(+)_capA*BCD und pCDFDuet_capA# 
 
Die  heterologe  Produktion  von  Capistruinvarianten  erfolgte  analog  zu  Abschnitt  3.2.1.3  mit  der 
einzigen Ausnahme, dass zusätzlich 100 µg/mL Spectinomycin dem M20‐Medium zugesetzt wurde, 
da  die  entsprechenden  Produktionsstämme  neben  dem  pET41a(+)_capA*BCD‐Vektor  noch  den 
pCDFDuet_capA#‐Vektor enthielten.  
 






die  Expression  des mutierten Vorläuferproteins mit  0.02%  Rhamnose  induziert  und  die  Zellen  für 
weitere  24  h  bei  42  °C  und  250  rpm  inkubiert.  Anschließend  wurden  die  Kulturen  durch 
Zentrifugation  (6000  rpm,  20 min,  4  °C)  pelletiert  und  die  Kulturüberstände wie  in  Abschnitt  3.3 
beschrieben extrahiert. 
 
3.2.1.6 Homologe  Produktion  von Microcin  J25  und Derivaten  in  E.  coli mit Hilfe  des  pTUC202‐
Vektors 
 
Die  Produktion  von Microcin  J25  und  dessen  Varianten  in  E.  coli DH5  erfolgte  in Anlehnung  an 


















(Avestin)  aufgeschlossen.  Dabei  wurden  die  Zellen  insgesamt  dreimal  durch  die  mit  Eiswasser 
vorgekühlte  Apparatur  geschleust.  Zelltrümmer  und  unlösliche  Bestandteile wurden  im  Anschluss 















PAGE  untersucht.  Fraktionen,  die  das  gewünschte  rekombinante  Protein  in  hoher  Reinheit 
enthielten, wurden  vereinigt, mit  Hilfe  von  Amicon  Ultra‐15  Konzentratoren  aufkonzentriert  und 





Proteine  mit  einer  N‐terminalen  GST‐Fusion  wurden  mit  einer  Affinitätschromatographie  unter 
Verwendung  einer Glutathion‐Sepharose‐Matrix  (GSTrap HP  Säule)  gereinigt. Die  Säule wurde mit 
Bindungspuffer (25 mM Na2HPO4, 100 mM NaCl, pH 7.0) bei einer Flussrate von 1 mL/min äquilibriert 
und  anschließend  der  filtrierte  Überstand  (siehe  Abschnitt  3.2.2.1)  mit  einer  Flussrate  von 
0.2 mL/min  auf  die  Säule  gegeben.  Im  Anschluss  wurde  die  Säule  mit  Bindungspuffer  bis  zum 
Erreichen einer A280‐Basislinie gewaschen. Die Elution erfolgte mit Elutionspuffer  (50 mM TRIS/HCl, 
20 mM Glutathion, pH 8.0) bei einer Flussrate von 1 mL/min. Es wurden Fraktionen mit einer Größe 










zunächst  die  Amylose‐Säule  mit  Säulenpuffer  (20  mM  TRIS/HCl,  200  mM  NaCl,  10  mM 
‐Mercaptoethanol, 1 mM EDTA, pH 7.4) äquilibriert und anschließend der filtrierte Überstand (siehe 
Abschnitt 3.2.2.1) mit einer Flussrate von 1 mL/min aufgetragen. Die Säule wurde mit Bindungspuffer 
bis  zum  Erreichen  einer  A280‐Basislinie  gewaschen.  Die  gebundenen  Proteine  wurden mit  einem 










dass  die  His(6)‐Tags  nicht  exponiert  vorlagen.  Daher  wurden  beide  Fusionproteine mittels  einer 
Anionenaustauschchromatographie  gereinigt.  Zunächst wurde  eine  fraktionierte Ammoniumsulfat‐
fällung  durchgeführt.  Dazu  wurden  176  mg  Ammoniumsulfat  pro  mL  Lösung  zu  dem  filtrierten 
Überstand  unter  Rühren  zugegeben, was  einer  Sättigung  von  30%  entspricht. Nach  einstündigem 
Rühren bei 4  °C wurde der Niederschlag durch Zentrifugation  (13000  rpm, 4  °C, 15 min) pelletiert. 
Der  Überstand wurde  in  ein  neues  Gefäß  überführt  und  der  Vorgang  jeweils  durch  Zugabe  von 
198 mg  (60%  Sättigung)  bzw.  227  mg  (90%  Sättigung)  pro  mL  Lösung  wiederholt.  Die  drei 
resultierenden  Pellets  wurden  jeweils  mit  30  mL  30%,  60%  bzw.  90%  Ammoniumsulfatlösung 
gewaschen, durch  Zentrifugation  erneut pelletiert  (13000  rpm,  4  °C, 15 min) und  anschließend  in 
40 mL 20 mM TRIS/HCl, 100 mM NaCl, pH 8.0 aufgenommen und mittels SDS‐PAGE auf das Vorliegen 
des Fusionsproteins hin analysiert. Die entsprechende Fraktion wurde daraufhin mit 1 µL Benzonase 
(250 U/µL)  versetzt  und  30  min  auf  Eis  inkubiert.  Zur  Reinigung  mittels 





mit  einem  linearen  Gradienten  von  10%  auf  100%  Puffer  B  in  30  min  bei  einer  Flussrate  von 
5 mL/min.  Es  wurden  Fraktionen mit  einer  Größe  von  5 mL  gesammelt  und  diese  anschließend 
anhand  von  SDS‐PAGE  untersucht.  Fraktionen,  die  das  NusA‐Fusionsprotein  enthielten,  wurden 
Methoden 
48 






anschließend  wurde  eine  Bromcyanspaltung  zur  Abspaltung  der  KSI‐Fusion  durchgeführt.  Dazu 
wurden  nach  dem  Zellaufschluss mit Hilfe  des  Fluidizers  die  inclusion  bodies  durch  Zentrifugation 




und  25 mL  Lysepuffer  (50 mM Na2HPO4,  300 mM NaCl,  pH  8.0)  gewaschen  und  zentrifugiert.  Im 
Anschluss wurden die inclusion bodies in 50 mM Na2HPO4, 6 M GdmCl, pH 8.0 gelöst und unlösliche 




Zur  Spaltung  des  KSI‐Fusionsproteins wurde  das wasserunlösliche  Proteinpellet  in  30 mL  70%  aq. 
Ameisensäure  gelöst  und  in  einen  mit  Stickstoff  gefüllten  100  mL  Rundkolben  überführt. 
Anschließend wurden 4 mL einer 5 M Bromcyanlösung in Acetonitril im Gegenstrom zugegeben und 








reversed phase  (RP)‐HPLC gereinigt. Die  verwendete Nucleodur 250/12 C18ec‐Säule wurde  jeweils 
mit  der Anfangskonzentration  von Acetonitril  bzw. Methanol  15 min  äquilibriert  bevor  die  Probe 
appliziert  wurde.  Dabei  fanden  die  in  Tabelle  3.1  beschriebenen  Gradienten  zur  Reinigung  der 






























































wurde  das  Zellpellet  einer  300  mL  Expression  (siehe  Abschnitt  3.2.1.4)  in  100  mL  Methanol 
resuspendiert und 1 h bei RT geschüttelt. Anschließend wurde zentrifugiert (6000 rpm, 20 min, 4 °C), 
der Methanolüberstand dekantiert und das Pellet ein weiteres Mal mit 100 mL Methanol extrahiert. 
Die Methanolüberstände wurden  filtriert,  vereinigt  und mit  Hilfe  eines  Rotationsverdampfers  zur 
Trockne eingedampft. Der Rückstand wurde  in 20% Methanol aufgenommen und mittels HPLC‐MS 
analysiert. 
Methanolextraktion  des Myceliums  von  Streptomyces  sp.  (DSM  14996). Die Methanolextraktion 
des Myceliums von Streptomyces sp. (DSM 14996) wurde in Anlehnung an das publizierte Verfahren 
durchgeführt  [121].  Das  Mycelium  einer  4  L  Fermentation  wurde  zweimal  mit  jeweils  750  mL 
Methanol  extrahiert,  zu  dem  3.5  mL  DMSO  addiert  wurden.  Der  Extrakt  wurde  zur  Trockne 





Zur  Festphasenextraktion  der  Kulturüberstände  wurde  das  hydrophobe,  polyaromatische 












Die  Matrix‐unterstützte‐Laserdesorptions/Ionisations‐Massenspektrometrie  (engl.  matrix  assisted 
laser  desorption/ionization  mass  spectrometry,  MALDI‐MS)  wurde  zum  Screening  einzelner 
Fraktionen einer präparativen RP‐HPLC‐Aufreinigung eingesetzt. Dazu wurden 1 µL DHB‐Matrixlösung 
(Agilent Technologies) mit 1 µL Probe gemischt, auf den metallischen Probenträger pipettiert und bei 






chromatography  mass  spectrometry,  HPLC‐MS)  wurde  verwendet,  um  die  bearbeiteten  Peptide 
anhand  ihrer  Retentionszeit  und  ihrer molekularen Masse  zu  charakterisieren.  Dabei  wurde  die 
sogenannte  Reversed‐Phase‐Chromatographie  (RPC)  angewendet,  die  auf  der  hydrophoben 




eines  UV‐VIS‐Detektors  bestimmt.  Die  Kopplung  des  verwendeten  Agilent  1100  HPLC‐System mit 
einem LTQ‐FT‐Massenspektrometer erlaubte eine exakte Massenbestimmung der Analyten mit einer 
Massengenauigkeit von 2 ppm. Zur Verbesserung der Ionisation der Analyten wurde den Laufmitteln 
0.5% Ameisensäure  als  Ionenpaarreagenz  zugesetzt.  Für  alle durchgeführten Analysen wurde  eine 































Zur  Analyse  der  Sequenz  und  Konformation  der  untersuchten  Peptide  wurden 
Fragmentierungsstudien mittels kollisionsinduziertem Zerfalls (engl. collisionally induced decay, CID) 











untersucht.  Dazu  wurden  die  Gelbanden,  die  dem  berechneten  Molekulargewicht  entsprachen, 
ausgeschnitten  und  in  ein  1.5  mL  Reaktionsgefäß  transferiert.  Es  wurden  200  µL  Waschlösung 
(200 mM NH4HCO3, 50% (v/v) CH3CN) zugegeben, bei 37 °C 30 min inkubiert und anschließend mittels 
einer  Vakuumzentrifuge  wieder  entfernt  (37  °C,  30  min).  Der  tryptische  Verdau  des  Proteins 
innerhalb der Gelbande (engl.  in‐gel trytic digestion) wurde durch Zugabe von 20 µL Trypsin‐Lösung 
(0.02  µg/µL  Trypsin,  10%  NH4HCO3,  10%  (v/v)  CH3CN,  pH  8.1)  durchgeführt.  Nach  einer  ersten 
Inkubation bei 37  °C  für 45 min wurde die überschüssige Trypsin‐Lösung entfernt und  für weitere 
16 h  inkubiert. Durch Zugabe  von 25 µL Diffusionslösung  (1%  (v/v) TFA, 10%  (v/v) CH3CN, pH 8.1) 
wurden die Peptidfragmente unter Ultraschallbehandlung (45 min, RT) aus der Gelbande eluiert. Die 








Die  MBP‐  und  NusA‐Fusionsproteine  von  CapB  und  CapC  enthalten  eine  ENLYFQG‐Sequenz  im 
Linkerbereich  zwischen  dem  Fusionsprotein  und  dem  Zielprotein,  die  von  der  TEV‐Protease  (engl. 



















in  Tabelle  3.3  dargestellten  berechneten  Extinktionskoeffizienten  [161]. Die  Assays wurden  durch 






















Um  die  thermische  Stabilität  ausgewählter  Capistruinvarianten  zu  untersuchen,  wurden 
Hitzeexperimente  in  Kombination mit  Elastase‐Verdauen  durchgeführt. Dazu wurden  Extrakte  des 
Überstands einer 6 L Kultur präpariert (siehe Abschnitt 3.3.2) und in 1.6 mL 20 mM TRIS/HCl, pH 8.0 
gelöst.  In  einer  30 µL Reaktion wurden  25 µL des  Extrakts  in An‐ bzw. Abwesenheit  von  0.025 U 











des Peptids  in 1 mL 50 mM Na2HPO4, 6 M GdmCl, pH 8.0  gelöst und  in einer 100 µL Reaktion  in 
Gegenwart von 20 mM DTT 30 min bei 25  °C  reduziert. Zur Reoxidation des  reduzierten BI‐32169 







von  radialen Diffusionsassays  gegenüber den  folgenden  Stämmen bestimmt: Burkholderia anthina 
J2552, B. caledonica (DSM 17062T), B. caribensis (DSM 13236T), B. cepacia (ATCC 25416T), B. cepacia 
(ATCC  17759),  B.  dolosa  CEP021,  B. multivorans  C5393,  B. multivorans  JTC,  B.  pyrrocinia  BC011, 
B. ubonensis  (DSM 17311T), B. vietnamiensis  (LMG 10929T), B. vietnamiensis PC 259, Pseudomonas 
aeruginosa  AT27853,  P.  azotoformans  (DSM  18862T),  P.  cremoricolorata  (DSM  17059T), 
P. oryzihabitans  (DSM  6835T),  P.  fulva  (DSM  17717T),  P.  parafulva  (DSM  17004T),  P.  straminea 
(DSM 17727T),  E.  coli  K12 MC4100,  E.  coli  363,  E.  coli W3110,  Klebsiella  pneumoniae,  Salmonella 
enterica Enteritidis, S. enterica Paratyphi SL69, S. enterica Thyphimurium LT2, Enterobacter cloacae, 
Erwinia carotovora, Aerococcus viridans, Bacillus megaterium, Staphylococcus aureus.  
Zur  Herstellung  der  Zweischicht‐Agarplatten  wurden  10  mL  M63‐  oder  TSB‐Softagarmedium 
(6.5 g/L Agar  Nr.1)  mit  100  –  250  µL  (107  cfu/mL)  einer  Bakterienkultur  in  der  exponentiellen 
Wachstumsphase  inokuliert. Anschließend wurde eine abgekühlte 20 mL  LB‐ oder TSB‐Agarschicht 
(15  g/L  Agar  Nr.  1)  in  einer  Petrischale  mit  der  Bakteriensuspension  überschichtet.  Nach  dem 
Aushärten der Softagarschicht wurden 1 nmol MccJ25 und 5 nmol Capistruin auf die Agaroberfläche 
gegeben  und  16  –  24  h  bei  25,  30  oder  37  °C  inkubiert  (in  Abhängigkeit  von  den 
Wachstumsbedingungen des  jeweiligen Stamms).  Im Anschluss wurden die Zweischicht‐Agarplatten 
nach Hemmhöfen untersucht.  
Sofern  Hemmhöfe  zu  beobachten  waren,  wurde  die  minimale  inhibitorische  Konzentration 
(engl. minimal  inhibitory  concentration, MIC) mit Hilfe  von Wachstumsinhibitionsassays  in  sterilen 
96er  Mikrotiterplatten  unter  Verwendung  von  PB  als  Wachstumsmedium  bestimmt.  Durch 
wiederholtes zweifaches Verdünnen mit sterilem ddH2O wurde eine Verdünnungsreihe des Peptids 
über  einen  Konzentrationsbereich  von  0.5  bis  1000  µM  generiert.  10  µL  dieser  Peptidlösungen 
wurden zu 90 µL der Bakterienkultur gegeben, die mittels PB‐Puffer auf eine OD600 von 0.002 – 0.005 
verdünnt worden war.  Jede Peptidkonzentration wurde  in Triplikaten untersucht. Als Referenz  zur 
Bestimmung  der  optischen  Dichten  diente  die  Peptidlösung  in  PB‐Puffer.  Nach  Inkubation  der 
Mikrotiterplatten bei 30  °C  für 14 h  (37  °C  im Falle von E. coli 363) wurde die optische Dichte der 







Die  Fähigkeit  von MccJ25  RGD,  an  v3  und  v5  Integrine  zu  binden, wurde  durch  die  in  vitro 
Inhibition der  Integrin‐Vitronectin‐Bindung mittels eines enzymgekoppelten  Immunadsorptionstests 




Platten  (Brand)  mit  100  µL/well  0.4  µg/mL  humanem  v3  bzw.  1.0  µg/mL  humanem  v5 
(Chemicon)  in TS‐Puffer  (20 mM TRIS/HCl, 150 mM NaCl, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 1 mM MnCl2, 
pH 7.5) über Nacht gecoated. Nach Entfernen der Lösung wurden die Vertiefungen mit jeweils 150 µL 
1% BSA  in  TS‐Puffer  geblockt.  Anschließend  wurden  die  Platten  mit  300  µL/well  PBST‐Puffer 
(10 mM Na2HPO4,  150 mM  NaCl,  0.01%  Tween  20,  pH  7.5)  gewaschen.  Die  Testverbindung  und 
Cilengitid  (Orpegen  Pharma)  als  interne  Kontrolle  (0.0003  –  10  µM) wurden  jeweils mit  1  µg/mL 
humanem Vitronectin  (Chemicon)  gemischt, das  zuvor mit  Sulfo‐NHS‐LC‐LC‐Biotin  (Pierce, molares 
Verhältnis 20:1) biotinyliert worden war. Es wurden 100 µL/well dieser Lösungen zugegeben und 2 h 




24  mM  Natriumcitrat,  50  mM  Na2HPO4,  pH  5.0  (hergestellt  durch  Lösen  von  Substrattabletten 
(Sigma)  in Puffer) entwickelt. Nach 15 min wurde die Reaktion mit 50 µL/well 2 M H2SO4 gestoppt 




Hilfe  eines  sigmoidalen  Fits  in OriginPro  7.5G  bestimmt.  Als  interne  Kontrolle wurden  pro  Platte 









Nacht  aufgetaut  und  1:1 mit  kaltem  Zellkulturmedium  EBM‐2  (LONZA)  verdünnt.  Davon  wurden 
35 µL mit  gekühlten  Pipettenspitzen  in  die  Vertiefungen  einer  auf  Eis  gekühlten Mikrotiterplatte 
gegeben. Zum Auspolymerisieren wurde die Platte  für 30 min bei 37  °C  inkubiert und danach mit 
HUVEC  (LONZA;  800000  Zellen/mL;  25  µL/Vertiefung)  beimpft.  Zusätzlich  wurden  25  µL  der 
Methoden 
55 
Probenlösungen  zugegeben,  die  durch  serielle  Verdünnung  in  einer  gesonderten Mikrotiterplatte 
hergestellt worden waren.  
Die beimpften  Zellkulturplatten wurden  in  einem  Inkubator bei  37  °C und  10% CO2  gehalten. Am 
nächsten  Tag  wurde  die  Angiogenese  visuell  mit  Hilfe  eines  inversen  Mikroskops  bei  geringer 
Vergrößerung (5x Objektiv) beurteilt und mittels einer angeschlossenen CCD‐Kamera dokumentiert. 






Zentrum  für  Infektionsforschung,  Braunschweig)  durchgeführt.  Um  allgemeine  cytotoxische  und 
wachstumshemmende Eigenschaften zu bestimmen, wurden Tests mit Mausfibroblasten der Zelllinie 
L929  (ACC2,  DSMZ)  und  HUVEC  (primäre  humane  Endothelzellen  der  Nabelschnurvene;  LONZA) 







2,5‐diphenyltetrazoliumbromid  (MTT)  in  ein  blau‐violettes,  wasserunlösliches  Formazan  durch 
intakte Zellen aus. Dazu wurden 20 µL MTT‐Lösung (5 mg/mL in PBS) jeder Vertiefung zugesetzt und 
2 h bei 37 °C inkubiert. Nach dem Zentrifugieren der Platte (3000 rpm, 5 min) wurde der Überstand 
ausgeschlagen,  mit  je  100  µL  PBS  gewaschen  und  das  Formazan  durch  Zusatz  von  100  µL 
Propan‐2‐ol/HCl (100 mL Propan‐2‐ol und 400 µL konz. HCl) mit Hilfe eines Plattenschüttlers gelöst. 
Nach  10  min  wurde  die  Absorption  bei  590  nm  gemessen.  Werte  für  die  mit  den  Substanzen 







Um  den  Einfluss  der  Polarität  der  Umgebung  auf  die  Sekundärstruktur  des 
Capistruinvorläuferproteins  CapA  zu  untersuchen,  wurden  Fern‐UV‐CD‐Spektren  von  0.3  mg/mL 
CapA in 10 mM Natriumphosphat, pH 7.4 in An‐ und Abwesenheit von 8 mM SDS aufgenommen. Die 
Messungen wurden mit einem Jasco  J‐810 Spektropolarimeter  in 1 mm Quarzküvetten bei 25 °C  in 






















Die NMR‐spektroskopische Untersuchung  und  Strukturaufklärung  der  Lassopeptide  Capistruin  und 








Der  Einfluss  der  Temperatur  auf  die  chemischen  Verschiebungen  wurde  durch  Aufnahme  von 
1H‐Spektren bei unterschiedlichen Temperaturen (283 K, 288 K, 293 K, 298 K, 300 K) untersucht. Für 
alle weiteren Experimente wurde eine Temperatur von 283 K gewählt. Zur sequentiellen Zuordnung 
[165]  wurden  DQF‐COSY‐,  TOCSY‐,  NOESY‐,  ROESY‐  und  ECOSY‐Experimente  [166]  mit 
phasensensitiver  Datenaufnahme  unter  Verwendung  der  States‐TPPI‐Technik  [167]  durchgeführt. 
TOCSY‐Spektren wurden mit einer Mischzeit von 50 und 80 ms, NOESY‐Spektren mit 70, 100, 150 und 
300 ms und ROESY‐Spektren mit 200 ms aufgenommen. Zusätzlich wurden 1H‐ und COSY‐Spektren in 
D2O  bei  283  K  in  Zeitintervallen  von  2  h,  1  d  und  10  d  nach  Probenvorbereitung  gemessen. Die 
Unterdrückung des Wassersignals erfolgte mit Hilfe von Excitation Sculpting [168] unter Verwendung 
von  Gradienten  für  die  DQF‐COSY‐,  TOCSY‐,  NOESY‐  und  ROESY‐Experimente,  währenddessen 
Vorsättigung  für  die  ECOSY‐Experimente  eingesetzt wurde.  Eindimensionale  Spektren wurden mit 
65536 Datenpunkten aufgenommen, während  zweidimensionale Spektren mit 4096 Datenpunkten 
und  512  Experimenten  aufgezeichnet  wurden.  Für  2D‐Spektren  wurden  32  Transienten  (mit 
Ausnahme von 72 für ECOSY‐Spektren) verwendet und der Relaxationsdelay war 2.5 s. Die chemische 
Verschiebung  ist  in  Bezug  auf  Tetramethylsilan  (TMS)  als  Standard  in  ppm  angegeben.  Zur 
Referenzierung  wurde  H2O  verwendet,  dessen  Signal  mit  Hilfe  von  2,2‐Dimethyl‐2‐silapentan‐5‐




Die  Kreuzsignale  der  NOESY‐Spektren  mit  Mischzeiten  von  70  und  100  ms  wurden  integriert, 
kalibriert und die Distanzbeschränkungen mittels Sparky bestimmt. Die Torsionswinkel wurden mit 












DQF‐COSY‐,  TOCSY‐,  NOESY‐  und  ROESY‐Experimente  [166] mit  phasensensitiver  Datenaufnahme 
unter Verwendung  der  States‐TPPI‐Technik  [167]  durchgeführt.  TOCSY‐Spektren wurden mit  einer 
Mischzeit von 50 und 80 ms, NOESY‐Spektren mit 70, 100, 150 und 300 ms und ROESY‐Spektren mit 




der  Relaxationsdelay  war  2.5 s.  Zur  Referenzierung  der  chemischen  Verschiebung  wurde  das 
Restsignal  des  deuterierten  Lösungsmittels  eingesetzt. Alle  Spektren wurden mit Hilfe  von Bruker 
TOPSPIN 2.1 prozessiert. NOESY‐Spektren mit Mischzeiten von 70 und 100 ms wurden in Sparky [169] 
analysiert und die Distanzbeschränkungen mit Hilfe des Programms CYANA 2.1 [172] bestimmt. Für 
die  Strukturberechnung  wurden  die  aus  dem  100  ms  Mischzeit‐Experiment  abgeleiteten 
Distanzbeschränkungen verwendet. Die Bestimmung der Torsionswinkel und die stereospezifische 
Zuordnung der ‐Methylenprotonen erfolgte wie in Abschnitt 3.6.2.1 für Capistruin beschrieben.  
Die  abgeleiteten  Beschränkungen  wurden  im  Simulated‐Annealing‐Protokoll  verwendet  und  die 
Strukturberechnung  mit  Hilfe  des  Programms  CYANA  2.1  [172]  durchgeführt.  Die  berechneten 
Strukturen  wurden  mittels  Sybyl  7.3  bearbeitet,  um  die  intramolekulare  Isopeptidbindung 



















[128,131].  McjC  ist  dabei  aufgrund  seiner  Homologie  zu  Asparagin  Synthetasen  B  und 
‐Laktamsynthetasen  vermutlich  für  die  Adenylierung  der  Seitenkettencarboxylgruppe  des  Glu8 
verantwortlich,  also  für  die  Aktivierung  des  Elektrophils  der  Zyklisierungsreaktion.  Dagegen  zeigt 
McjB kaum Homologien zu bekannten Proteinen, am ehesten zu bakteriellen Transglutaminasen, die 
zumeist als Proteasen fungieren [133]. Diese Homologie  impliziert, dass McjB für die proteolytische 
Abspaltung des  Leaderpeptids  verantwortlich  ist. Aufgrund  der  geringen Homologie  zu bekannten 





Abbildung  4.1:  Strategie  zur  Identifizierung  putativer  Lassopeptidbiosynthesecluster  in Bakterien  auf 
der Basis von Genomischem Mining. 
 
Dabei  wird  davon  ausgegangen,  dass  zu  McjB  homologe,  unbekannte  Proteine  Bestandteil  von 
Lassopeptidbiosyntheseclustern in Bakterien sein können. Folglich würde eine nähere Analyse dieser 
Homologen  und  der  flankierenden  Bereiche  des  kodierenden  Gens  auf  dem  Chromosom  die 
Vorhersage neuer Gencluster und damit bisher unbekannter lassostrukturierter Peptide ermöglichen. 
Genomisches  Mining  könnte  somit  die  gezielte  Isolierung  neuer  Vertreter  dieser  strukturell 
einzigartigen Naturstoffe erlauben. Um das Potential dieser Strategie zu evaluieren, wurde zunächst 





den  pathogenen  Stämmen  B.  mallei  und  B.  pseudomallei  auch  der  nichtpathogene  Stamm 
Burkhoderia  thailandensis E264. Bei der Analyse des Chromosoms  I von Burkholderia  thailandensis 
E264  (GenBank:  CP000086)  in  der  3'‐flankierenden  Region  des Gens,  das  für  das McjB‐homologe 
Protein  kodiert,  wurden  bereits  annotierte  Homologe  von  McjC  und  dem  Exportprotein  McjD 
lokalisiert. Durch manuelle Suche im 5'‐flankierenden Bereich konnte darüber hinaus ein bisher noch 





Abbildung  4.2:  Durch  Genomisches  Mining  identifiziertes,  putatives  Biosynthesegencluster  von 






28  AS  vermutlich  das  Leaderpeptid  repräsentieren  und  die  C‐terminalen  19  AS  im  gereiften 
Lassopeptid zu finden sind. Diese sogenannte Lassosequenz besitzt ein Glycin an Position 1 und ein 
Aspartat  an  Position  9,  die  nach  einer  Kondensationsreaktion  den  für  Lassopeptide  typischen 
Makrolaktamring bilden können. Als sterisch anspruchsvolle Seitenreste zur Fixierung des C‐Terminus 
innerhalb des N‐terminalen Makrozyklus kommen Arg15, Phe16 oder Phe18  in Frage. Damit erfüllt 
das  identifizierte  47‐AS  Protein  alle  Kriterien,  die  nach  bisherigen  Erkenntnissen  an  ein 
Lassopeptidvorläuferprotein zu stellen sind. Sequenzalignments der gefundenen Homologen mit den 
Reifungs‐  und  Exportproteinen  des MccJ25‐Biosyntheseclusters  zeigten,  dass  alle  für  die  jeweilige 
Funktion der Proteine als essentiell angenommenen Aminosäureseitenketten  in den  identifizierten 
Proteinen  konserviert  sind.  Folglich  wurde  das  durch  Genomisches  Mining  identifizierte 
Lassopeptidbiosynthesecluster als  theoretisch  funktional eingestuft und das zu  isolierende putative 
Lassopeptid  aus  Burkholderia  thailandensis  E264  Capistruin  (lat.  capistrum,  Schlinge)  genannt.  In 
Analogie  zur Nomenklatur des MccJ25‐Biosyntheseclusters wurden die Gene mit  capA,  capB,  capC 
Ergebnisse 
60 


























die  höchste  Produktion  in Minimalmedium  beobachtet wurde  [111,156]. Anschließend wurde  der 
Kulturüberstand  extrahiert  und  die  Extrakte  mittels  HPLC‐FT‐ICR‐MS  hinsichtlich  der  Masse  von 
Capistruin  analysiert,  die  aufgrund  der  postulierten  Primärstruktur  des  Lassopeptids  berechnet 
werden  konnte.  Im  Extrakt  des  Kulturüberstands  nach  24‐stündiger  Fermentation  wurde  eine 
zweifach geladene Verbindung mit einer Retentionszeit von 19.71 min detektiert (Abbildung 4.3), die 





Abbildung  4.3:  HPLC‐MS‐Analyse  des  extrahierten  Kulturüberstands  von  B.  thailandensis  E264. 













Um  zu  untersuchen,  ob  es  sich  bei  der  identifizierten  Verbindung  um  ein  Peptid  handelt  und  ob 
dieses Peptid eine zyklische, verzweigt zyklische oder die postulierte Lassostruktur besitzt, die  sich 
untereinander  lediglich  in  ihrer  Primärstruktur  bzw.  Topologie,  aber  nicht  in  ihrer  Masse 
unterscheiden  (und  somit  alle  in der  für Capistruin berechneten Masse übereinstimmen), wurden 
MSn‐Experimente  mittels  eines  LTQ‐FT‐ICR‐Massenspektrometers  durchgeführt.  Im  Allgemeinen 
zeigen  zyklische  Peptide  keine  starke  Fragmentierung  in MSn‐Experimenten,  da  zur  Generierung 
linearer Fragmente  zwei Peptidbindungen brechen müssen, was  statistisch weniger wahrscheinlich 
ist.  Bei  verzweigt  zyklischen  Peptiden, wie  z.  B.  Daptomycin  aus  Streptomyces  roseosporus  (Uwe 
Linne, unveröffentlichte Ergebnisse) oder synthetischem MccJ25 [122], gibt in der Regel der lineare, 
exozyklische  Teil  Fragmentionen  in  hoher Ausbeute, wohingegen  der  zyklische  Teil  aus  den  oben 
genannten Gründen  schlecht  fragmentiert.  Lassopeptide wie MccJ25  sind von  ihrer Primärstruktur 
her  verzweigt  zyklische  Peptide.  Aber  aufgrund  des  durch  den  N‐terminalen  Makrolaktamring 
hindurch gefädelten C‐Terminus zeigt MccJ25 ein einzigartiges Fragmentierungsverhalten, da binäre 
Peptidkomplexe  als  Tochterionen  beobachtet  werden,  bei  denen  C‐terminale  Fragmente  nicht‐






Abbildung  4.4:  Fragmentierungsstudien  von  Capistruin.  A)  MS2‐Spektrum  der  m/z  1025  doppelt 
protonierten Spezies. Die dominierenden Signale (m/z 995.6 und 1008.3) resultieren aus einem multiplen 
Verlust von Neutralmolekülen (H2O, CO oder NH3). Die rot markierten Peaks entsprechen den schematisch 
dargestellten  b‐  und  y‐Fragmentionen.  B)  MS3‐Spektrum  des  m/z  1110.7  b11‐Tochterions 
([Capistruin1‐11]
+).  Die  schematisch  gezeigten  Fragmente  sind  im  Spektrum  rot  markiert.  Die  blau 





Die  dominierenden  Ionen  resultierten  aus  dem  Verlust  von Neutralmolekülen, wie  beispielsweise 
H2O,  CO  oder  NH3,  was  auf  eine  rigide  und  kompakte  Struktur  hindeutete.  Die  übrigen 
Fragmentionen  niedriger  Intensität  gingen  aus  Peptidbindungsbrüchen  des  linearen  C‐terminalen 






in  MSn‐Experimenten  gelten  [175].  Interessanterweise  waren  alle  beobachteten  Bindungsbrüche 
C‐terminal von Arg11 lokalisiert. Da als Verzweigungspunkt für das Peptid chemisch nur Asp9 in Frage 
kommt, stellte sich die Frage, warum keine Fragmente durch Bindungsbrüche zwischen Asp9‐Ala10 






der makrozyklische  Ring  (m/z  865.5)  unter  Abspaltung  der  C‐terminalen  Aminosäuren  Arg11  und 
Ala10  detektiert  werden.  Eine  weitere  Fragmentierung  des  zyklischen  Fragmentions  in 
MS4‐Experimenten war nicht zu beobachten.  
Zusätzlich  zu  dem  schwachen  Fragmentierungsverhalten  konnte  das  Peptid  aus  Burkholderia 
thailandensis  E264  trotz der beiden Arginine  im  exozyklischen  Teil  (Arg11 und Arg15) nicht durch 
Trypsin  gespalten werden. Weder  eine  Inkubation  in Gegenwart  von  1 M NaOH  oder  bei  100  °C 
führten zu einem veränderten Retentions‐ oder Fragmentierungsverhalten. 
Zusammenfassend  lässt  sich  sagen,  dass  anhand  der  Fragmentierungsstudien  dem  Naturstoff 
zweifelsfrei die postulierte Aminosäuresequenz von Capistruin  zugeordnet werden konnte. Sowohl 
das Fragmentierungsverhalten als auch die hohe Stabilität des Peptids gegenüber Trypsin lassen eine 
Lassotopologie  vermuten.  Um  die  Lassostruktur  eindeutig  zu  beweisen,  waren  NMR‐
spektroskopische  Untersuchungen  die  Methode  der  Wahl.  Vorausssetzung  dafür  war  eine 





Im  Allgemeinen  ist  die  Produktion  eines  Naturstoffs  abhängig  von  den  gegebenen 
Wachtumsbedingungen, so dass ein Screening unterschiedlicher Bedingungen zu einer signifikanten 
Verbesserung der Produktionsmenge  führen kann  [12]. Um diesen Einfluss  zu untersuchen, wurde 
Burkholderia  thailandensis E264  in verschiedenen Medien und bei unterschiedlichen Temperaturen 
fermentiert. Nach definierten Zeitpunkten wurden die Kulturüberstände mit HPLC‐MS analysiert und 
untereinander  verglichen  (Abbildung  4.5A). Dabei wurde  bei  der  Kultivierung  in M20‐Medium  bei 
42 °C  für 24 h  eine 300‐fache  Zunahme der Peptidproduktion  im Vergleich  zu den ursprünglichen 
Kultivierungsbedingungen  (M9‐Medium,  0.2%  Arabinose,  37  °C,  24 h)  beobachtet.  Das 
Minimalmedium M9  erwies  sich  unabhängig  von  der  gewählten  Kohlenstoffquelle  (Glucose  oder 
Ergebnisse 
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Arabinose)  und  Temperatur  (20,  25,  37  oder  42  °C)  als  ungünstiges Medium  zur  Produktion  des 
Peptids,  was  in  deutlichem  Gegensatz  zur  MccJ25‐Produktion  stand  [111,156].  Ferner  ist  die 
Produktion  nicht wie  im  Falle  von MccJ25  auf  die  frühe  stationäre  Phase  limitiert  [156],  sondern 
erfolgt  bereits  in  der  exponentiellen Wachstumsphase  (Abbildung  4.5B).  In  der  stationären  Phase 





Abbildung  4.5:  Einfluss  der  Wachstumsbedingungen  und  der  ‐phase  auf  die  Capistruinproduktion. 
(A) Abhängigkeit  der  Capistruinproduktion  von  den  Fermentationsbedingungen.  Dargestellt  ist  die  rel. 
Capistruinmenge  im  Kulturüberstand  nach  24  h.  Die  zur  ursprünglichen  Identifizierung  verwendete 
Bedingung  ist mit  einem  Stern markiert. Die  Kultivierung  in M20‐Medium  bei  42  °C  für  24 h  führt  im 
Vergleich dazu  zu einer ~300‐fachen Erhöhung der Peptidproduktion.  (B) Einfluss der Wachstumsphase 
auf die Capistruinbiosynthese. Dargestellt  ist die OD600 einer Fermentation von B.  thailandensis E264  in 









Abbildung  4.6:  Reinigung  von  Capistruin  aus  dem  Kulturüberstand.  Gezeigt  ist  das  Chromatogramm 
einer präparativen RP‐HPLC‐Reinigung von Capistruin aus dem XAD16‐Extrakt des Kulturüberstands von 




Diese  verbesserte Ausbeute bildete die Ausgangsbasis  für die  zur  Strukturaufklärung notwendigen 





Um  die  postulierte  Lassostruktur  zweifelsfrei  zu  beweisen,  wurde  das  Peptid  mittels  NMR‐
Spektroskopie in Kooperation mit Dr. Xiulan Xie (Philipps‐Universität Marburg) näher charakterisiert. 
Eine  vollständige  Zuordnung  der  1H‐Signale  wurde  durchgeführt  und  innerhalb  der  Fingerprint‐
Region des DQF‐COSY‐Spektrums ein Kreuzpeak  für  jede Aminosäure mit Ausnahme von Pro3 und 
Pro8  beobachtet.  Für  diese  beiden  Prolinreste  wurden  in  den  NOESY‐Spektren  jeweils  starke 
sequentielle  Kreuzpeaks  i‐Hi+1  detektiert,  die  eine  trans‐Konformation  der  beiden  Peptidyl‐
Prolylbindungen  beweisen.  Die  beobachteten  starken  Kern‐Overhauser‐Effekte  (engl.  nuclear 
overhauser  effect,  NOE)  zwischen  dem  NH  von  Gly1  und  den  Seitenkettenprotonen  von  Asp9 
bildeten einen direkten Beweis  für die  intramolekulare kovalente Verknüpfung der ‐Aminogruppe 
von Gly1 mit der Seitenkettencarboxylgruppe von Asp9, die zur Bildung des Makrolaktamrings führt. 
Zusätzliche  weitreichende  NOE‐Kontakte  wurden  zwischen  NH  von  Thr2  und  den 
Seitenkettenprotonen  von  Ser14, H  von  Pro3 und den  Seitenkettenprotonen  von Val12, H  von 
Phe5  und  den  Seitenkettenprotonen  von  Ile13,  NHs  von  Gln6  und  Thr7  und  den 
Seitenkettenprotonen  von  Ile13,  H  von  Pro8  und  NH  von  Ser14,  sowie  NH  von  Asp9  und  den 
Seitenkettenprotonen von Ser14 beobachtet. Alle diese weitreichenden NOE‐Kontakte belegen ein 

















den  NMR‐Experimenten  abgeleiteten  Beschränkungen.  Es  wurden  158  Distanzbeschränkungen 






Die  Strukturberechnung  wurde  mit  500  Zufallskonformeren  initiiert  und  die  resultierenden 
Strukturen mit Sybyl 7.3 bearbeitet, um die Isopeptidbindung einzuführen. Anschließend wurde eine 
erneute  Energieminimierung  unter  Berücksichtigung  der  NMR‐Beschränkungen  durchgeführt.  Auf 
der  Basis  minimaler  Verletzungen  der  experimentellen  Beschränkungen  und  niedrigster  Energie 
wurde eine Familie von 15 Strukturen ausgewählt, die eine Standardabweichung  (engl.  root‐mean‐
square deviation, rmsd) für das Peptidrückgrat von 0.15 Å aufwiesen (Tabelle 4.2), und die Struktur 
von  Capistruin  in  Lösung  repräsentieren  (Abbildung  4.7).  Diese  Struktur  zeigte  eindeutig,  dass 
Capistruin  ein  neuer  Vertreter  der  Lassopeptide  ist,  da  der  C‐Terminus  durch  den  9‐AS 
Makrolaktamring  hindurchgefädelt  ist.  Das  Peptidrückgrat  ist  sehr  rigide,  lediglich  die  drei 
C‐terminalen Aminosäuren (Gly17, Phe18, Asn19) zeigen ein höheres Maß an Flexibilität, wie durch 
die  Abwesenheit  weitreichender  NOE‐Kontakte  zu  vermuten  war.  Der  exozyklische,  lineare 
C‐Terminus kann bezüglich seiner Orientierung zum Makrolaktamring in drei Teile unterteilt werden. 
Die vier Aminosäuren Ala10‐Ile13 befinden  sich oberhalb des Makrolaktamrings, während die  fünf 
C‐terminalen  Reste  Arg15‐Asn19  nach  dem  Hindurchfädeln  unterhalb  des  Zyklus  lokalisiert  sind 








15 Niedrigenergie‐Strukturen. Die  Strukturen  sind über  alle Atome des Peptidrückgrats überlagert. Die 
Isopeptidbindung  (rot)  zwischen  der ‐NH2 Gruppe  des Gly1  und  der  Seitenkettencarboxylgruppe  des 








Val12  umfasst.  Die  Lassostruktur  wird  durch  van  der Waals‐Wechselwirkungen  der  überwiegend 
hydrophoben  Seitenketten  stabilisiert.  Auf  der  Oberfläche  des  Moleküls  befindet  sich  ein 
hydrophobes Patch, das durch die beiden Proline Pro3 und Pro8 sowie durch Val12 und Ile13 gebildet 
wird.  Aufgrund  der  Makrolaktamstruktur  besitzt  Capistruin  bei  neutralem  pH‐Wert  3  Ladungen, 
nämlich  die  Guanidiniumgruppen  der  beiden  Arginine  Arg11  und  Arg15  sowie  die  C‐terminale 
Carboxylgruppe.  Die  Ladungen  sind  jedoch  für  eine  konstruktive  Wechselwirkung  zu  weit 






Lösung.  (B)  Ribbon‐Darstellung  von  Capistruin  zur  Illustration  der  Sekundärstrukturmerkmale 
charakterisiert durch ein kurzes antiparalleles ‐Faltblatt (rot), das zwischen Thr7, Pro8 und  Ile13, Ser14 
gebildet wird. Der Makrolaktamring ist in gelb, die Isopeptidbindung in grau und der C‐terminale Schwanz 
in  blau  dargestellt.  (C)  Capistruinstruktur  in  einer  elementspezifischen  Farbgebung  (C:  grau,  O:  rot; 
N: blau). Ile13 und Arg15 liegen auf gegenüberliegenden Seiten der Ringebene des Makrozyklus. 
 












Stab‐Modell  mit  einer  elementspezifischen  Farbgebung  (C:  grau,  O:  rot;  N:  blau).  Die 
lösungsmittelzugängliche Oberfläche  des Makrolaktamrings  und  der  Seitenkette  von Arg15  sind  in  der 
gleichen  Kolorierung  gezeigt.  Der  C‐terminale  Schwanz  von  Capistruin  wird  aufgrund  des  sterischen 






prokaryotische  oder  eukaryotische  Zielmoleküle  richtet.  Um  zu  untersuchen,  ob  Capistruin  in 
Analogie  zu  MccJ25  ebenfalls  eine  antibakterielle  Wirkung  besitzt,  wurden  verschiedene 
grampositive  und  gramnegative  Bakterien  mittels  eines  Agardiffusionstests  auf  ihre  Sensitivität 
gegenüber  Capistruin  untersucht.  Für  sensitive  Stämme  wurden  die  MICs  mit  Hilfe  eines 
Wachstumsinhibitionsassays bestimmt. Capistruin  zeigte  keine Aktivität  gegenüber den  getesteten 
grampositiven  Stämmen,  wohingegen  einige  der  untersuchten  gramnegativen  Stämme  sensitiv 















Tabelle  4.3:  Biologische  Aktivität  von  Capistruin  gegenüber  gramnegativen  und  grampositiven 
Bakterienstämmen sowie eukaryotischen Zelllinien. 
Bakterium  MIC (µM)  Bakterium  MIC (µM) 
Gramnegative Bakterien   Pseudomonas aeruginosa AT27853  50
Burkholderia anthina J2552  100 P. cremoricolorata           ˗ 
B. caledonica  12 P. oryzihabitans           ˗ 
B. caribensis  150 P. fulva           ˗ 
B. cepacia (ATCC 25416T) 100 P. parafulva           ˗ 
B. cepacia (ATCC 17759)  100 P. straminea           ˗ 
B. dolosa CEP021  100 Salmonella enterica Enteritidis           ˗ 
B. multivorans C5393  100 S. enterica Paratyphi SL69           ˗ 
B. multivorans JTC  100 S. enterica Thyphimurium LT2           ˗ 
B. pyrrocinia BC011  12
B. ubonensis  150 Grampositive Bakterien
B. vietnamiensis (LMG 10929T)  100 Aerococcus viridans           ˗ 
B. vietnamiensis PC 259  100 Bacillus megaterium           ˗ 
Enterobacter cloacae             ˗  Staphylococcus aureus           ˗ 
Erwinia carotovora             ˗   
Escherichia coli 363  25 Eukaryotische Zellen1  
E. coli K12 MC4100             ˗  Mausfibroblasten L929 10
E. coli W3110             ˗  Brustkrebszellen MCF‐7 10
Klebsiella pneumoniae             ˗  Zervixkarzinomzellen KB‐3‐1 15





Bei  der  Isolierung  von  Capistruin  aus  dem  Kulturüberstand  von  B.  thailandensis  E264  nach  einer 
Fermentation  in M9‐Medium bei  37  °C  für  24 h wurden  zwei  koeluierende Verunreinigungen mit 





und  eine  zu  Capistruin  identische  b‐Serie. Die  beobachtete  y‐Serie  entsprach  der  des  Capistruins 







von  Capistruin N.  [M  +  2H]2+berechnet  =  967.9980;  [M  +  2H]
2+
beobachtet  =  968.0009; Abweichung  3  ppm. 
(B) MS2‐Spektrum der m/z 968 zweifach protonierten Spezies von Capistruin N. Das dominierende Signal 
(m/z  936.4)  resultiert  aus  einem multiplen  Verlust  von Neutralmolekülen  (H2O,  CO  und NH3).  Die  rot 














Der  C‐terminale  Abbau  von  Peptiden  und  Proteinen  erfolgt  in  der  Regel  durch  sogenannte 
carboxyterminale  Exoproteasen  (Carboxypeptidasen),  die  unspezifisch  die  jeweils  C‐terminale 
Aminosäure  eines  Peptids  oder  Proteins  proteolytisch  abspalten.  Um  zu  untersuchen,  ob  der 
C‐terminale  Abbau  von  Capistruin  in  vitro  simuliert werden  kann  und wie  sich  die  Stabilität  von 
Capistruin  gegenüber  Carboxypeptidasen  generell  verhält,  wurde  das  Lassopeptid  in  Gegenwart 
unterschiedlicher Konzentrationen von Carboxypeptidase Y inkubiert. Dabei handelt es sich um eine 
Protease  mit  breiter  Substratspezifität  aus  Saccharomyces  cerevisiae.  Unabhängig  von  der 
eingesetzten  Enzymkonzentration  und  Inkubationszeit  wurde  lediglich  die  Abspaltung  des 
C‐terminalen  Asn19  unter  Bildung  von  Capistruin  N  beobachtet  (Abbildung  4.12).  Eine  weitere 
Verkürzung des Lassopeptids durch die Carboxypeptidase Y war nicht möglich.  
Die Tatsache, dass Capistruin mittels Carboxypeptidase Y in vitro C‐terminal degradiert werden kann, 
legt  den  Schluss  nahe,  dass  auch  während  der  Fermentation  eine  Carboxypeptidase  aus 
B. thailandensis E264 für den Abbau verantwortlich ist. Da das sekretierte Capistruin abgebaut wird, 
ist  anzunehmen,  dass  es  sich  bei  dieser  Carboxypeptidase  um  ein  extrazelluläres  Enzym  handelt. 
Desweiteren  scheint  die  Stabilität  gegenüber  Carboxypeptidasen  ein  weiteres 
Diskriminierungsmerkmal  zwischen  verzweigt‐zyklischen  und  lassostrukturierten  Peptiden  aus 












sind  entweder  Gen‐Knockout‐Studien  oder  die  homologe/heterologe  Produktion  in  einem 
Nichtproduzentenstamm die Methode der Wahl. Daher wurde das 4.5 kb capABCD‐Gencluster aus 






ribosomalen  Bindungsstelle  (RBS)  translatiert,  während  für  capB,  capC  und  capD  die  nativen, 
intrinsischen  RBS  verwendet wurden  (Abbildung  4.13A). Alternativ  dazu wurde  jedes  Einzelgen  in 
eine  MCS  der  beiden  Duet‐Vektoren  pETDuet  und  pCDFDuet  kloniert.  Dadurch  steht  jedes 
Biosynthesegen  unter  T7‐Promotor/lac‐Operator‐Kontrolle  und  wird  von  einer  artifiziellen, 
vektorbasierten  RBS  translatiert.  Im  Gegensatz  zum  pET41a(+)_capABCD‐Konstrukt  werden  bei 
diesem System vier monocistronische mRNAs  in der Zelle nach  IPTG‐Induktion  synthetisiert. Beide 
Vektorsysteme wurden  in E. coli BL21(DE3)  transformiert und die Transformanten  in M20‐Medium 
bei 37 °C für 48 h fermentiert. Die  Induktion erfolgte mit 0.05 mM  IPTG bei einer OD600 von 0.8. Es 
wurden sowohl die Kulturüberstände als auch deren Extrakte von  induzierten und nichtinduzierten 
Kulturen  per  HPLC‐MS  untersucht.  Eine  Analyse  des  Kulturüberstandes  des  polycistronischen 
Ansatzes zeigte eine erfolgreiche heterologe Produktion von Capistruin (Abbildung 4.13B und C), da 
eine Verbindung mit dem exakten m/z‐Verhältnis in induzierten Kulturen identifiziert werden konnte 
([M  +  2H]2+heterolog=  1025.0212;  [M  +  2H]
2+




Capistruin  (19.71 min, Abbildung 4.3A) und das  gleiche  Fragmentierungsspektrum. Die Produktion 
war  IPTG‐abhängig, da  in nichtinduzierten Kulturen keine Capistruinproduktion beobachtet wurde. 





pET41a(+)  basierten  Plasmids,  das  zur  heterologen  Expression  des  capABCD‐Genclusters  in  E.  coli 
BL21(DE3)  verwendet wurde.  (B) HPLC‐MS‐Analyse  des  Kulturüberstands  eines  IPTG‐induzierten  E.  coli 
BL21(DE3)‐Stamms,  der  das  pET41a(+)_capABCD‐Plasmid  trägt.  Gezeigt  ist  ein  Extrahiertes 
Ionenchromatogram  im  Bereich  von  m/z  1025.0  –  1025.1.  (C)  ESI‐FT‐MS‐Spektrum  des  heterolog 




Die  Fermentation  in  M20‐Medium  führte  wie  bei  B.  thailandensis  E264  zu  den  höchsten 
Ergebnisse 
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Um  das  Capistruinvorläuferprotein  CapA  darzustellen,  wurde  das  entsprechende  Gen  in  den 
pET28a(+)‐Vektor  kloniert,  wodurch  CapA  als  N‐terminale  His(6)‐Tag  Fusion  exprimiert  werden 
konnte.  Obwohl  unterschiedliche  Medien,  Temperaturen,  IPTG‐Konzentrationen  und 
Fermentationszeiten  verwendet  wurden,  war  eine  Überexpression  mittels  SDS‐PAGE  nicht 
nachweisbar und eine Reinigung über Ni2+‐Affinitätschromatographie demzufolge nicht möglich. Von 
dem MccJ25‐Vorläuferprotein McjA  war  durch  CD‐spektroskopische  Studien  bekannt,  dass  es  in 
10 mM Natriumphosphatpuffer,  pH  7.4  unstrukturiert  vorlag  [128].  Falls  dieses Resultat  auf  CapA 
übertragbar wäre, würde  es  nach  der  ribosomalen  Synthese  intrazellulär  ein  ideales  Substrat  für 
Proteasen darstellen. Um den vermuteten proteolytischen Abbau zu minimieren, wurden daraufhin 
kurze  Nachinduktionszeiten  gewählt  (1  h),  die  Zellen  nach  der  Ernte  auf  100  °C  erhitzt  und 
anschließend  einer  denaturierenden Ni2+‐Affinitätschromatographie  in Gegenwart  von  6 M GdmCl 
unterzogen. Mittels dieser Strategie war es möglich analytische Mengen des Capistruinvorläufers zu 
reinigen. 
Eine  weitere  Möglichkeit  unstrukturierte  Proteine  und  Peptide  vor  proteolytischem  Verdau  zu 
schützen,  ist die Expression als  inclusion bodies. Dabei handelt es sich um unlösliche Aggregate aus 




Fusionsprotein  zeigte  eine  gute  Expression und die  inclusion  bodies wurden  erfolgreich präpariert 
(Abbildung  4.14A).  Nach  einer  Bromcyanspaltung  in  70%  Ameisensäure  über  Nacht  konnte  CapA 
ohne das N‐terminale Methionin mittels präparativer RP‐HPLC mit einer Ausbeute von 3 mg/L Kultur 
gereinigt werden (Abbildung 4.14B).  
Um  einen  ersten  Einblick  in  die  Struktur  von  CapA  zu  erhalten,  wurden  CD‐spektroskopische 
Untersuchungen  von  1  mg/mL  CapA  in  10  mM  Natriumphosphatpuffer,  pH  7.3  in  An‐  und 
Abwesenheit von 8 mM SDS durchgeführt (Abbildung 4.14C). In polarer Umgebung (Abwesenheit von 
SDS)  lag  CapA  unstrukturiert  vor.  Bei  einer  Verringerung  der  Polarität  des  Lösungsmittels  durch 
Ergebnisse 
73 






vorläuferproteins  CapA.  (A)  SDS‐PAGE‐Analyse  der  inclusion  body  Präparation  (IBP)  des  KSI‐CapA‐
Fusionsproteins (MW: 18.9 kDa). M: Proteinmarker. (B) ESI‐FT‐MS‐Spektrum von gereinigtem CapA nach 
Abspaltung  der  KSI‐Fusion mittels Bromcyanspaltung.  [M  + H]+berechnet  =  4879.6082;  [M  + H]
+
beobachtet  = 





Neben  der  Darstellung  des  Vorläuferproteins  CapA  ist  die  Reinigung  der  beiden  prozessierenden 
Enzyme  CapB  und  CapC  Voraussetzung  für  detaillierte  in  vitro‐Studien  der  Capistruinbiosynthese. 
Obwohl viele der  in der Literatur beschriebenen Ansätze zur Erhöhung der Löslichkeit angewendet 
wurden  [149,153,154,176,177],  ist  es  im Rahmen dieser Arbeit nicht  gelungen, CapB und CapC  in 
löslicher  Form  darzustellen.  Ein  Überblick  der  angewendeten  Strategien  ist  Tabelle  4.4  zu 
entnehmen.  N‐ oder  C‐terminale  His(6)‐Tag‐Fusionen  waren  ebenso  wie  Thioredoxin‐,  GST‐  und 
SUMO‐Fusionen  bei  einer  Expressionstemperatur  von  37  °C  komplett  unlöslich.  Auch  eine 
Verringerung  der  Temperatur  auf  18  °C, was  häufig  zu  einer  Erhöhung  der  Löslichkeit  unlöslicher 
Proteine  führt  [178],  lieferte  keine  Verbesserung  der  Solubilität. Große  Fusionsproteine wie MBP 
oder  NusA  resultierten  dagegen  in  einer  deutlichen  Löslichkeitserhöhung  und  erlaubten  die 













Fusion  Vektor  Enzym  Expression  Löslichkeit  Abspaltung der Fusion1 
His(6) N‐terminal  pET28a(+) 
CapB  ++  ˗  n.u. 
CapC  +  ˗  n.u. 
His(6) C‐terminal  pET28a(+) 
CapB  ++  ˗  n.u. 
CapC  +  ˗  n.u. 
Thioredoxin  pBAD102 
CapB  ++  ˗  n.u. 
CapC  ++  ˗  n.u. 
GST  pET41a(+) 
CapB  ++  ˗  n.u. 
CapC  ++  ˗  n.u. 
SUMO  pET SUMO 
CapB  +  ˗  n.u. 
CapC  +  ˗  n.u. 
MBP  pETMBP_1a 
CapB  +++  +  +, Präzipitation 
CapC  +++  +  +, Präzipitation 
NusA  pETNusA_1a 
CapB  +++  ++  +, Präzipitation 








Capistruin  in  vitro  zu  rekonstituieren.  Allerdings  konnte  bei  Verwendung  der  MBP‐  oder  NusA‐
Fusionen  von  CapB  und  CapC  keine  Reifung  oder Modifikation  des  Vorläuferproteins  beobachtet 
werden. Der  Einsatz  der  unfusionierten  prozessierenden  Enzyme war  aufgrund  ihrer Unlöslichkeit 
nicht  möglich.  Vermutlich  liegen  die  Reifungsenzyme  in  den  Fusionen  in  einer  inaktiven, 







der  Reifungsreaktionen  zu  gewinnen,  wurden  Mutationsstudien  des  Capistruinvorläuferproteins 
CapA unter Verwendung des heterologen Produktionssystems in E. coli durchgeführt (siehe Abschnitt 
4.1.7).  Um  bei  der Mutagenese  nicht  den  pET41a(+)_capABCD‐Vektor  als  Templat  verwenden  zu 
müssen,  wurde  zunächst  ein  auf  zwei  Vektoren  basierendes  Expressionssystem  entwickelt 
(Abbildung 4.15).  Ein  Vektor  sollte  die  Gene  für  die  Biosynthesemaschinerie  und  den  Exporter 
enthalten, der zweite lediglich das Gen für das Vorläuferprotein. Dieser könnte dann als Templat zur 





Gen  auf  dem  pET41a(+)_capABCD‐Vektor  wurde  eine  T27P‐Mutation  eingeführt,  wodurch  die 
Capistruinproduktion  inhibiert  wurde.  Durch  Komplementation  mit  dem  pCDFDuet_capA‐Vektor 
konnte die heterologe Produktion wieder hergestellt werden und  lag mit 0.1 – 0.2 mg/L Kultur  im 
Bereich  des  1‐Vektorsystems.  Folglich  wurde  der  pCDFDuet_capA‐Vektor  als  Templat  für  die 
Generierung aller  in dieser Arbeit beschriebenen Mutanten verwendet. Nach Kotransformation mit 
pET41a(+)_capA*BCD  wurden  die  Transformanten  fermentiert  und  die  Zellpellets  und 














auf die Produktion  von Capistruin. Dagegen wurde durch die Alaninsubstitution  von Thr27  an der 
P2‐Position  die  Capistruinproduktion  vollständig  unterdrückt  und  konnte  auch  nicht  durch  einen 
konservativen T27S‐Austausch regeneriert werden. Außerdem war Gly29 an der P1'‐Position, das die 




















des Makrolaktamrings,  die  nicht  an  der  intramolekularen  Zyklisierung  beteiligt  sind,  durch  Alanin 
substituierbar.  Ebenso  konnten  die  C‐terminalen  Aminosäuren  Ser14‐Asn19,  die  innerhalb  oder 
unterhalb des Makrolaktamrings  lokalisiert sind, durch Alanin ersetzt werden. Die Produktionsraten 
dieser  Capistruinvarianten  lagen  nach  Abschätzung  durch  Peakintegration  extrahierter 
Ionenchromatogramme  (engl. extracted  ion chromatograms, EIC)  im Bereich von 0.01 – 0.05 mg/L 
Kultur und damit signifikant niedriger im Vergleich zum Wildtyp (0.1 – 0.2 mg/L).  
Die Lassostruktur der produzierten Varianten wurde durch Fragmentierungsstudien in der Gasphase 
analysiert.  Exemplarisch  ist  das  MS2‐Spektrum  der  m/z  1010  zweifach  protonierten  Spezies  der 
Capistruin  T2A‐Variante  in  Abbildung  4.17B  dargestellt.  Das  Spektrum  zeigt  ein  zum 
Capistruinspektrum analoges schwaches Fragmentierungsverhalten, da die dominierenden Ionen aus 
dem Verlust von Neutralmolekülen wie H2O, CO oder NH3 resultierten, was auf eine kompakte und 
rigide  Peptidstruktur  hindeutet.  Die  übrigen  Fragmentionen  niedriger  Intensität  gingen  aus 
Peptidbindungsbrüchen  innerhalb  des  C‐Terminus  hervor.  Analog  zu  Capistruin  waren  alle 
beobachteten  Bindungsbrüche  C‐terminal  zu  Arg11  lokalisiert.  Zusammengenommen  sind  alle 
Resultate mit dem  Fragmentierungsverhalten  von  Capistruin  konsistent  und weisen daher  auf die 
Faltung von Capistruin T2A sowie aller anderen Alaninderivate in die kompakte Lassostruktur hin.  
Die  vier  Positionen,  die  nicht  durch  Alanin  ersetzt  werden  konnten,  waren  Gly1  und  die  drei 
Aminosäuren  des  Schleifenmotivs  Arg11,  Val12  und  Ile13.  Die  beiden  hydrophoben  Aminosäuren 
Val12  und  Ile13  konnten  durch  Leucin  ersetzt  werden.  Demzufolge  toleriert  die 
Biosynthesemaschinerie  konservative  Substitutionen  an  diesen  beiden  Positionen.  Im  Gegensatz 
dazu  wurde  die  R11K‐Variante  nicht  produziert,  womit  Arg11  eine  essentielle  Rolle  bei  der 
Biosynthese von Capistruin zuzukommen scheint. Da Lassopeptide der Klasse  I über ein Cystein an 




Asp9  nimmt  eine  entscheidende  Rolle  bei  der  Capistruinbiosynthese  ein,  da  dessen 
Seitenkettencarboxylgruppe das Elektrophil  in der Makrozyklisierungsreaktion darstellt.  Folglich  ist 
lediglich  eine  Substitution  mit  Glutamat  chemisch  sinnvoll,  da  alle  anderen  proteinogenen 
Aminosäuren nicht die Zyklisierung und somit auch nicht die Ausbildung der Lassostruktur gestatten 






innerhalb  der  Lassosequenz  von  Capistruin.  Der  Einfluss  der  einzelnen Mutationen  ist  farblich  einem 
Ampelschema  entsprechend  dargestellt  (grün:  Substitution  liefert  lassostrukturierte  Capistruinderivate; 
rot:  keine  Produktion).  Die  Ergebnisse  des  Alaninscans  sind  auf  das  Capistruinschema  und  die  NMR‐
Struktur  als  Stabmodell unter Verwendung der  gleichen  Farbgebung  abgebildet.  (B) MS2‐Spektrum der 
m/z 1010.0 doppelt protonierten Spezies von Capistruin T2A. Die dominierenden Signale (m/z 966.2 und 






Mutanten  durch  C‐terminale  Verkürzung  bzw.  Verlängerung  sowie  durch  Ringerweiterung  bzw. 
‐verkleinerung  generiert  (Tabelle  4.5).  Stopcodons  konnten  erfolgreich  an  den  Positionen  Asn19, 
Phe18 und Gly17 eingeführt werden und  führten zur Produktion von Capistruinderivaten mit einer 
Länge von 18, 17 und 16 Aminosäuren. Weitere Verkürzungen durch Stopcodoninsertion wurden von 
der  Biosynthesemaschinerie  nicht  toleriert.  Das  C‐terminale  Anfügen  eines  zusätzlichen  Alanins 
erlaubte  die  Produktion  einer  20‐AS  Capistruinvariante.  Darüber  hinaus  inhibierten  zusätzlich 








Mutation  Lassopeptid  Mutation  Lassopeptid 
C‐terminale Verkürzung   Ringerweiterung  
N19stop  + G4‐G‐F5 Insertion ˗ 
F18stop  + G4‐A‐F5 Insertion ˗ 
G17stop  + F5‐G‐Q6 Insertion ˗ 
F16stop  ˗  F5‐A‐Q6 Insertion ˗ 
R15stop  ˗   
       
C‐terminale Verlängerung   Ringverkleinerung  
A20 (+A)  + G4 Deletion ˗ 
A20A21 (+2A)  ˗  F5 Deletion ˗ 




Capistruin  besitzt  mit  Arg11,  Ile13,  Arg15,  Phe16  und  Phe18  fünf  sterisch  anspruchsvolle 
Aminosäuren  innerhalb  des  linearen  C‐terminalen  Schwanzes.  Davon  sind  in  der  NMR‐Struktur 
lediglich die drei  letztgenannten unterhalb der Ringebene des Makrozyklus  lokalisiert und kommen 
daher als Stöpsel zur sterischen Fixierung  in Frage. Arg15  ist dabei direkt unterhalb der Ringebene 
positioniert  und  damit  sehr  wahrscheinlich  für  die  Verankerung  verantwortlich.  Da  die 
Biosynthesemaschinerie  einzelne  Alaninsubstitutionen  im  C‐terminalen  Bereich  von  Capistruin 





Capistruin  F16A/F18A  enthält  lediglich noch Arg15  als  sterisch  anspruchsvolle Aminosäure, die  als 
Stöpsel  zur Fixierung des C‐Terminus  fungieren kann. Um  zu untersuchen, ob Arg15 alleine  in der 





des  Capistruinderivats  zurück.  Da  das  Fragmentierungsmuster  mit  dem  des  Capistruins 
übereinstimmt, kann von einer Lassostruktur des Capistruins F16A/F18A ausgegangen werden. Somit 






Abbildung  4.18:  Fragmentierungsanalyse  von  Capistruin  F16A/F18A.  MS2‐Spektrum  der  m/z  949.0 
zweifach protonierten Spezies des Capistruin F16A/F18A‐Derivats. Die beiden Alaninsubstitutionen sind in 
grün  hervorgehoben.  Die  dominierenden  Tochterionen  resultieren  aus  einem  Verlust  mehrerer 






Biosynthesemaschinerie  prozessiert.  Die  Variante  enthält  mit  Phe18  lediglich  noch  eine  der 






sich  in  ihren Retentionszeiten um 2 min unterschieden  (22 und 24 min). Da  in den Extrakten aller 
anderen  Capistruinderivate  jeweils  nur  eine  Verbindung  mit  dem  erwarteten  m/z‐Verhältnis 
beobachtet worden war, legte dieser Befund das Vorliegen zweier unterschiedlicher Konformationen 
nahe,  am  wahrscheinlichsten  einer  Lassostruktur  und  einer  verzweigt‐zyklischen  Struktur.  Um 
zwischen  diesen  beiden  Konformationen  zu  unterscheiden,  wurden  beide  anhand  von 
Fragmentierungsstudien untersucht (Abbildung 4.19). Die beobachteten b‐ und y‐Fragmente, die aus 
Peptidbindungsbrüchen innerhalb des linearen C‐Terminus hervorgingen, bewiesen zweifelsfrei, dass 











einer  Retentionszeit  von  22  min.  B)  MS2‐Spektrum  der  m/z  944  zweifach  protonierten  Form  des 
Konformers mit einer Retentionszeit von 24 min. Die rot markierten Peaks entsprechen den schematisch 




zweite  Methode,  um  zwischen  verzweigt‐zyklischen  und  lassostrukturierten  Peptiden  zu 




worden  sind,  wurde  die  Endoprotease  Elastase  verwendet,  die  Peptidbindungen  nach  kleinen, 
hydrophoben  Aminosäuren  (z.B.  Glycin,  Alanin,  Valin)  spaltet,  um  Konformationsunterschiede  zu 
untersuchen. Durch Behandlung des Extrakts mit Elastase wurde die  früher eluierende Verbindung 
(tR:  22  min)  vollständig  hydrolisiert  (Abbildung  4.20),  wohingegen  die  Verbindung  mit  einer 
Retentionszeit von 24 min nicht beeinflusst wurde, was eine Lassostruktur  implizierte. Ein Erhitzen 
des Elastase‐behandelten Extrakts, der  lediglich die 24 min Verbindung enthielt, auf 95  °C  für 1 h 







Abbildung  4.20:  Temperatur‐induzierte  Entfaltung  der  Lassostruktur  von  Capistruin  R15A/F16A.  In 
extrahierten Ionenchromatogrammen (m/z = 944.4 – 944.5) eines Kulturüberstandextrakts von Capistruin 
R15A/F16A‐produzierenden Zellen wurden  zwei Verbindungen  (tR: 22.19 und 24.09 min) detektiert, die 
dem  berechneten  m/z‐Verhältnis  der  zweifach  protonierten  Spezies  von  Capistruin  R15A/F16A 
entsprachen ([M+2H]2+berechnet = 944.4716). Die früher eluierende Verbindung (tR: 22 min) wurde bei einer 






Zusammenfassend  bleibt  festzuhalten,  dass  Capistruin  R15A/F16A  ein  temperatursensitives 
Lassopeptid darstellt, da sich eine kleine Fraktion bereits während der Fermentation in ein verzweigt‐
zyklisches Peptid entfaltet. Diese entfaltete Konformation hat eine reduzierte Retentionszeit (22 min) 
und  ist  sensitiv  gegenüber  Proteolyse  durch  Elastase.  Dagegen  wird  das  dominierende 
lassostrukturierte  Peptid  im  Extrakt  (24  min)  nicht  durch  Elastase  verdaut,  kann  aber  durch 







Ausfädeln  nicht  verhindern  kann.  Um  zu  untersuchen,  welche  Aminosäuren  an  Position  15  die 
Bildung  einer  stabilen  Lassostruktur  erlauben, wurde  Arg15  durch  sieben  sterisch  anspruchsvolle 
Aminosäuren  ersetzt.  Dabei  fand  die  Generierung  der  Mutanten  ausschließlich  im  F16A/F18A 




der  CapA‐Varianten  oder  in  der  Instabilität  der  Lassostruktur  begründet,  die  zu  einem  schnellen 







Abbildung  4.21:  Untersuchung  des  Fixierungspotentials  sterisch  anspruchsvoller  Aminosäuren  an 
Position  15  von  Capistruin  F16A/F18A.  A)  Schematische  Darstellung  der  untersuchten 
Capistruinvarianten.  Die  variable  Position  15  ist  in  rot  hervorgehoben.  B)  Zusammenfassung  der 
Produktion und Thermostabilität der getesteten Aminosäuresubstitutionen an Position 15. 
 
Bei  der  Analyse  der  Thermostabilität  zeigte  sich,  dass  eine  Substitution  des  Arginins  durch  die 
aromatischen  Aminosäuren  Phe,  Tyr  oder  Trp  in  temperaturstabilen  Lassopeptiden  resultierte 
(Abbildung  4.21B).  Es  konnte  nach  5‐stündiger  Inkubation  bei  95  °C  weder  eine 
Retentionszeitverschiebung  noch  die  Entstehung  eines  zweiten  Konformers  beobachtet  werden. 






Abbildung  4.22:  Untersuchung  der  Temperaturstabilität  von  Capistruin  R15K/F16A/F18A.  Das 
extrahierte Ionenchromatogramm (m/z = 934.9 – 935.0) des Kulturüberstandextrakts zeigte das Vorliegen 
einer Konformation von Capistruin R15K/F16A/F18A an (tR: 16.88 min). Eine Inkubation bei 95 °C für 3 h 





zu  sein  und  konnte  auch  nicht  durch  Zugabe  starker  Denaturierungsmittel  (z.B.  3  M  GdmCl) 
beschleunigt  werden.  Außerdem  ist  hervorzuheben,  dass  Phenylalanin  an  Position  15  zu  einer 






Leaderpeptid,  das  in  der  Regel  im  Laufe  der  Biosynthese  abgespalten  wird.  Die  Funktion  dieser 
Leaderpeptide  ist  bisher  wenig  verstanden  und  Gegenstand  vieler  Diskussionen.  Bei  den  bisher 
beschriebenen Mutationsstudien des Capistruinvorläufers CapA wurden bis auf die P4 – P1‐Position 
der Proteaseschnittstelle  alle Mutationen  innerhalb der  Lassosequenz durchgeführt. Bezüglich des 
28‐AS Leaderpeptids von CapA stellte sich daher die Frage, inwieweit es N‐terminal verkürzt werden 






Abbildung  4.23:  Einfluss  des  Leaderpeptids  auf  die  Produktion  von  Capistruin.  Dargestellt  sind  die 
Sequenzen  der  untersuchten  CapA‐Varianten  und  der  jeweilige  Einfluss  auf  die  Produktion  und 
Lokalisation von Capistruin.  
 
Desweiteren  wurde  eine  interne  Deletion  der  Aminosäuren  His14‐Gly18  durchgeführt,  da  diese 
Sequenz nach Sekundärstrukturvorhersagen mittels PSIPRED 2.6 [179] unstrukturiert vorliegen sollte. 
Interessanterweise  konnte  nur  im  Falle  von  CapA  ‐2  und  CapA  ‐3  eine  Konversion  in  Capistruin 
nachgewiesen  werden,  wobei  bei  CapA ‐3  das  Lassopeptid  lediglich  im  Zellpellet  und  nicht  im 
Kulturüberstand detektiert werden konnte, was auf eine  intrazelluläre  Lokalisation  schließen  lässt. 
Alle  weiteren  Modifizierungen  des  Leaderpeptids  führten  zur  Unterdrückung  der 













dieser  Arbeit  beschriebenen  capABCD‐Gencluster  zur  Synthese  von  Capistruin  zwei 
Lassopeptidbiosynthesegencluster bekannt. Mutationsstudien der jeweiligen Vorläuferproteine McjA 
und CapA haben gezeigt, dass die Biosynthesemaschinerien beider Lassopeptide promisk sind, also 
eine  Vielzahl  von  Lassopeptidvarianten  synthetisieren  können.  Bei  der  Analyse  des  chemischen 
Verzweigungspunktes zeigte sich  jedoch, dass weder Glu8  in MccJ25 noch Asp9  in Capistruin durch 
die  jeweils  andere  saure  Aminosäure  ersetzt  werden  konnten,  was  auf  eine  hohe  Spezifität  der 
Seitenkettenaktivierung  (vermutlich  katalysiert  durch McjC/CapC)  hindeutet. Desweiteren  sind  bei 
MccJ25 weder Gly1 noch Gly2 durch eine andere proteinogene Aminosäure  substituierbar und bei 
Capistruin  stellen  Gly1  und  Thr‐2  (Thr28  an  der  P2‐Position  der  Proteaseschnittstelle)  kritische 
Positionen dar. Unter der Annahme, dass Protein B  für die proteolytische Spaltung des Vorläufers 
und Protein C für die Aktivierung der Seitenkettencarboxylgruppe verantwortlich sind, stellt sich die 
Frage,  ob  die  Proteine  beider  Biosynthesecluster  kombiniert  werden  können.  Um  dieser 
Fragestellung nachzugehen, wurden zunächst zwei Hybridvorläufer mittels PCR generiert und in den 
pCDFDuet‐Vektor  kloniert.  Der  CapA‐McjA  Hybridvorläufer  ist  eine  Translationsfusion  des  CapA‐
Leaderpeptids mit der Lassosequenz von McjA. Analog stellt der McjA‐CapA_T2G Hybrid eine Fusion 
des Leaderpeptids von McjA und der Lassosequenz von CapA dar, bei der zur Berücksichtigung des 




Abbildung  4.24:  Design  der  Hybridvorläuferproteine.  Gezeigt  sind  die  Primärstrukturen  der  beiden 
nativen  Lassopeptidvorläufer McjA  und  CapA,  sowie  die  daraus  abgeleiteten  Hybridvorläuferproteine 




Der  jeweilige  Hybridvorläufer  wurde  mit  den  prozessierenden  Enzymen  und  Exportern  beider 
Systeme  (BCD,  jeweils  auf  einem  Plasmid  kodiert)  exprimiert  und  mittels  HPLC‐MS  auf  eine 
Konversion in vivo hin untersucht (Tabelle 4.6). Zur Kontrolle, ob die Präsenz von drei Plasmiden die 
Lassopeptidproduktion  generell  behindert,  wurde  ein  BCD‐Cluster  durch  eine  intaktes 
Biosynthesecluster  ersetzt.  Es  zeigte  sich,  dass  die  Hybridvorläufer  nicht  in  die  jeweiligen 








Hybridvorläufer  CapBCD  McjBCD  CapABCD  McjABCD  Lassopeptid 
McjA‐CapA T2G  +  +  ˗  ˗  ˗ 
  +  ˗  ˗  +  MccJ25 
  ˗  ˗  +  +  Capistruin, MccJ25 
CapA‐McjA  +  +  ˗  ˗  ˗ 
  ˗  +  +  ˗  Capistruin 




Die  heterologe  Produktion  von  Capistruin  und  Capistruinvarianten  konnte  erfolgreich  in  E.  coli 
etabliert  werden,  jedoch  waren  die  Ausbeuten  insbesondere  der  Derivate  deutlich  geringer  im 
Vergleich  zur  Produktion  des Wildtyps  in  B.  thailandensis  E264. Die  niedrige  Produktionsrate  von 
0.01 – 0.05 mg/L Kultur  limitiert unter anderem detaillierte Bioaktivitätsstudien der synthetisierten 
Varianten. Zur Erhöhung der Ausbeute wurde daher eine homologe Produktion  in B.  thailandensis 
E264  untersucht.  Als  proof  of  principle  sollte  eine  plasmidkodierte  CapA‐Mutante  parallel  zum 
Wildtyp  in B. thailandensis E264 exprimiert und bezüglich  ihrer Reifung  in die Capistruinvariante  im 
Vergleich zum Wildtyp analysiert werden. Dazu wurde das capA_F33A‐Gen, das die Produktion von 
Capistruin F5A erlaubt,  in den Expressionsvektor pSCrhaB2  [150] kloniert. Anschließend wurde ein 




Peakintegration  der  EICs  belegte,  dass  beide  Lassopeptide  in  vergleichbaren Mengen  hergestellt 
wurden. Damit  ist das homologe Produktionssystem dem Heterologen  in E. coli deutlich überlegen 









und  das  entsprechende  ESI‐FT‐MS‐Spektrum  von  Capistruin  ([M+2H]2+berechnet  =  1025.0191). 















Zusätzlich  liegt  eine  Disulfidbrücke  zwischen  dem  C‐terminalen  Cys19  und  dem  im  Makrozyklus 
lokalisierten Cys6 vor, woraus eine bizyklische Struktur resultiert (Abbildung 4.26). Ein Vergleich mit 
den Primärstrukturen von Klasse  I und Klasse  II  Lassopeptiden macht deutlich, dass BI‐32169 eine 
Mischform aus beiden Klassen zu sein scheint, mit einem Gly an Position 1 und zwei Cysteinen, die 
eine  Disulfidbindung  ausbilden.  Aufgrund  der  Ähnlichkeiten  in  der  Primärstruktur  und  da 
Streptomyceten  für  die  Produktion  von  Lassopeptiden  beider  Klassen  bekannt  waren,  wurde 











Das  bizyklische  Peptid  BI‐32169  konnte  nach  Fermentation  von  Streptomyces  sp.  durch  eine 
Methanolextraktion  des  Myceliums  und  anschließende  Reinigung  mittels  präparativer  RP‐HPLC 







Abbildung  4.27:  Reinigung  von  BI‐32169  aus  dem Mycelium.  Gezeigt  ist  das  Chromatogramm  einer 





Abbildung  4.28:  ESI‐FT‐Massenspektren  von  nativem  (A)  und  reduziertem  (B)  BI‐32169. 
(A) [M + 2H]2+berechnet  =  1018.9435;  [M  +  2H]
2+






Disulfidbindung  zwischen  Cys6  und  Cys19  einen  zusätzlichen  Ring  formt,  oder  eine  Lassostruktur 
besitzt, wurden Fragmentierungsstudien der nativen und reduzierten Form durchgeführt. Wie bereits 
bei der MS‐Analyse von Capistruin deutlich wurde, zeigen Lassopeptide aufgrund  ihrer kompakten, 
rigiden  Struktur  ein  schwaches  Fragmentierungsverhalten,  während  bei  verzweigt‐zyklischen 
Peptiden der exozyklische,  lineare Teil  in der Regel Fragmentionen  in hohen Ausbeuten ergibt. Bei 
der Tandem‐MS‐Analyse der m/z 1019.5 zweifach protonierten Spezies von nativem BI‐32169 wurde 
ein  schwaches  Fragmentierungsverhalten  beobachtet  (Abbildung  4.29).  Die  intensivsten 
Fragmentionen  resultierten  aus  einem  Verlust  von  Ile10,  Ile10  und  H2O,  sowie  dem  Verlust  von 
Neutralmolekülen  (H2O  und  CO).  Die  verbleibenden  Fragmentionen  gingen  aus  mindestens  drei 
Serien von zweifachen Peptidbindungsbrüchen hervor. Die dominierende Serie resultierte aus einem 






+)  sowie  verzweigt‐zyklischen  Fragmenten,  die 
weiterhin die Disulfidbrücke enthielten. Außerdem wurden zwei weitere Serien mit Fragmentionen 
niedriger Intensität beobachtet, die aus Peptidbindungsbrüchen N‐terminal von Ile10 bzw. C‐terminal 
von  Trp17  in  Kombination  mit  einem  zusätzlichen  C‐  bzw.  N‐terminalem  Bindungsbruch 
hervorgingen. Abschließend kann festgehalten werden, dass aufgrund der bizyklischen Struktur von 
nativem BI‐32169  zwei Peptidbindungen brechen müssen, um  Fragmentionen  zu beobachten. Das 
Fragmentierungsspektrum zeigte, dass die Peptidbindungen zwischen D9‐I10,  I10‐P11 und W17‐A18 die 
höchste  Anfälligkeit  für  Bindungsbrüche  aufwiesen,  wohingegen  die  Disulfidbrücke  unter  den 
gewählten  Fragmentierungsbedingungen  stabil  war.  Basierend  auf  den  MS2‐Studien  des  nativen 
Peptids  war  es  jedoch  nicht  möglich  zwischen  einer  bizyklischen  und  einer  Lassostruktur  zu 
diskriminieren, da das beobachtete schwache Fragmentierungsverhalten nicht nur in der postulierten 






rot markierten  Peaks  entsprechen  den  schematisch  gezeigten  Fragmentionen.  Die  blau  dargestellten 






Daher  wurden  Fragmentierungsstudien  der  m/z  1020.5  zweifach  protonierten  Spezies  von 
reduziertem  BI‐32169  durchgeführt.  Die  reduzierte  Form  zeigte  ebenfalls  eine  schwache 
Fragmentierungstendenz,  aber  das MS2‐Spektrum  unterschied  sich  deutlich  von  dem  des  nativen 
Peptids  (Abbildung  4.30).  Alle  detektierten  Fragmentionen  hatten  ihren  Ursprung  in  einzelnen 





hervorgehen würden,  alle b und/oder  y‐Ionen beobachtet, die  aus einzelnen Bindungsbrüchen  im 
linearen C‐Terminus  resultieren. Das  intensivste  Fragmention mit  einem m/z‐Verhältnis  von 959.9 
ging  aus  dem  Bruch  der  C‐terminalen  Peptidbindung  zwischen  Ala18  und  Cys19  hervor. 
Zusammenfassend  kann  festgehalten  werden,  dass  die  Intensitäten  der  Fragmentionen  niedriger 





Abbildung  4.30:  Fragmentierungsanalyse  von  reduziertem  BI‐32169.  MS2‐Spektrum  der  m/z  1020.5 




Um  zu  untersuchen,  ob  reduziertes  BI‐32169 wieder  in  die  native  Form  reoxidiert werden  kann, 
wurde es einer Oxidation durch Exposition gegenüber  Luftsauerstoff unterzogen. Dabei  zeigte das 
reoxidierte  Peptid  in  einer  HPLC‐MS‐Analyse  die  gleiche  Retentionszeit  und  ein  identisches MS2‐




Carboxypeptidase  Y  zu  einem  vollständigen  Abbau  des  linearen  C‐Terminus  unter  Bildung  des 











Anhand der  Fragmentierungsstudien des nativen und  reduzierten BI‐32169  konnte  die postulierte 
Lassostruktur nicht eindeutig bewiesen werden. Um die Hypothese endgültig zu verifizieren oder zu 
widerlegen,  wurde  daher  die  Struktur  von  nativem  BI‐32169  mittels  NMR‐Spektroskopie  näher 
charakterisiert. Es wurden zunächst 1H‐Spektren bei unterschiedlichen Temperaturen aufgenommen, 
wobei  die  beste  Auflösung  bei  313  K  erzielt  wurde.  Demzufolge  wurden  alle  weiteren  2D‐
Experimente  bei  dieser  Temperatur  durchgeführt.  Anhand  der  DQF‐COSY‐,  TOCSY‐  und  NOESY‐
Spektren wurde eine vollständige Zuordnung der 1H‐Signale vorgenommen.  
BI‐32169 besitzt bei einer Länge von 19 Aminosäuren vier Proline, die alle in der trans‐Konformation 
vorliegen,  da  starke  sequentielle Hi‐Hi+1 NOE‐Kontakte  beobachtet wurden.  Starke NOE‐Signale 
zwischen  dem  NH  von  Gly1  und  den  Seitenkettenprotonen  von  Asp9  bewiesen  zudem  die 
intramolekulare  Isopeptidbindung.  Das  Vorliegen  der  Disulfidbrücke  wurde  durch  NOE‐Kontakte 
zwischen  Cys6  und  Cys19  verifiziert.  Zusätzlich  wurden  weitreichende  NOEs  zwischen  Gly1  und 
Trp13, Leu2 und Trp13, Leu2 und Asn14, Pro3 und Trp13, Gly5 und Thr15, Gly5 und Pro16, Cys6 und 
Thr15,  Pro7  und  Asn14,  Ser8  und  Thr15,  Asp9  und  Asn14,  Asp9  und  Thr15  detektiert.  Diese 
weitreichenden NOEs deuten auf ein Hindurchfädeln des C‐terminalen  Schwanzes durch den 9‐AS 
Makrolaktamring hin.  
Die  anschließenden  Strukturberechnungen wurden  auf  der  Basis  von  154  Distanzbeschränkungen 
durchgeführt, wovon sich 36 auf das Peptidrückgrat und 68 auf die Seitenketten bezogen sowie 50 
weitreichender  Natur  waren  (Tabelle  4.7).  Die  Isopeptidbindung  wurde  analog  zur 
Strukturbestimmung  des  Capistruins  durch  Einfügen  einer  1.33  Å  Distanzbeschränkung  zwischen 
dem  Stickstoff  von  Gly1  und  dem  C‐Atom  von  Asp9  realisiert.  Insgesamt  wurden  8.1 


















wurde  ausgewählt,  wobei  minimale  Energie  und  minimale  Verstöße  gegen  die  experimentellen 
Distanzbeschränkungen  als  Kriterien  zur  Auswahl  dienten.  Diese  15  Strukturen  zeigen  eine 
Standardabweichung  (rmsd)  für  das  Peptidrückgrat  von  0.04  Å  und  keiner  der  Aminosäurereste 
befindet  sich  in  einer  nichterlaubten  Region  des  Ramachandran‐Plots.  Die  15  Niedrigenergie‐






15 Niedrigenergie‐Strukturen. Die  Strukturen  sind über  alle Atome des Peptidrückgrats überlagert. Die 
Isopeptidbindung  (rot)  zwischen  der ‐NH2 Gruppe  des Gly1  und  der  Seitenkettencarboxylgruppe  des 
Asp9  führt  zur  Bildung  des  9‐AS Makrolaktamrings  (gelb),  durch  den  der  lineare  C‐terminale  Schwanz 
(blau)  hindurch  gefädelt  ist.  Die  Disulfidbrücke  (grün)  zwischen  Cys6  und  Cys19  bindet  den  hindurch 
gefädelten C‐Terminus kovalent an den Makrolaktamring. 
 
Der  aus  10  Aminosäuren  bestehende  C‐terminale  Schwanz  ist  durch  den  9‐AS  N‐terminalen 




Die  beiden  Prolinreste  Pro11  und  Pro16  führen  zwei  Knicke  in  das  Rückgrat  des  C‐Terminus  ein, 






innerhalb  der  kompakten  Lassostruktur  verborgen,  was  gut  mit  den  beobachteten  niedrigen 
Temperaturkoeffizienten  übereinstimmt.  Thr15  zeigte  einen  Temperaturkoeffizienten  von  beinahe 
Null,  was  zuvor  für  Ser14  im  Capistruin  beobachtet  worden  war,  und mit  der  Lokalisierung  der 
Peptidbindung  zwischen  Asn14  und  Thr15  innerhalb  des  Makrozyklus  zu  erklären  ist.  Zur 
Stabilisierung der Lassostruktur  tragen hauptsächlich van‐der‐Waals Wechselwirkungen der nahezu 
ausschließlich  hydrophoben  Aminosäuren  bei.  Eine  zusätzliche  Stabilisierung  über  Salzbrücken  ist 





Abbildung  4.32:  Strukturelle  Einblicke  in  BI‐32169.  (A)  Gesamtstruktur  von  BI‐32169.  Die 
lösungsmittelzugängliche  Oberfläche  ist  in  transparentem  grau  gezeigt.  Die  Isopeptidbindung  (rot) 
zwischen Gly1 und Asp9  schließt den 9‐AS Makrolaktamring  (gelb), durch den der exozyklische,  lineare 
C‐Terminus  (blau)  hindurch  gefädelt  ist.  Die  Disulfidbrücke  zwischen  Cys6  und  Cys19  ist  in  grün 
dargestellt. (B) Abgeleitet aus (A) durch eine 180°‐Drehung um die y‐Achse.  
 
Abschließend  bleibt  festzuhalten,  dass  durch massenspektrometrische  und NMR‐spektroskopische 
Studien die postulierte Lassostruktur belegt werden konnte. Bei BI‐32169 handelt es sich dabei um 
ein  Lassopeptid,  das  keiner  der  bisher  bekannten  Klassen  zugeordnet werden  kann  und  aufgrund 
seiner  interessanten  biologischen  Aktivität  in  Kombination  mit  der  sehr  rigiden  Struktur  ein 











Dissoziationskonstante  für  die  Bindung  an  den  ANF‐Rezeptor  von  0.61  µM  und  wird  von 
Streptomyces coerulescens DSM 4777 bzw. 4778  sekretiert. Anantin besteht aus 17 proteinogenen 
Aminosäuren und besitzt eine  verzweigt‐zyklische Primärstruktur  (Abbildung 4.33). Dabei wird der 
zyklische  Teil  durch  eine  Amidbindung  zwischen  der  ‐NH2‐Gruppe  des  Gly1  und  der 
‐Carboxylgruppe von Asp8 unter Bildung eines 8‐AS Makrolaktamrings generiert. Da diese Struktur 




Abbildung  4.33:  Der  ANF‐Antagonist  Anantin.  (A)  Primärstruktur  von  Anantin  im  Vergleich  mit  den 





Um  diese  Lassostrukturhypothese  näher  zu  untersuchen,  wurde  Streptomyes  coerulescens  (DSM 
4778) in SM‐Medium fermentiert und Anantin mit Hilfe einer Methanolextraktion des Myceliums und 
anschließender  präparativer  RP‐HPLC  gereinigt.  Tandem‐massenspektrometrische  Studien  des m/z 
936  zweifach  protonierten  Vorläuferions  von  Anantin  zeigten  ein  schwaches 
Fragmentierungsverhalten,  wobei  das  dominierende  Tochterion  (m/z  853.9)  aus  dem 
Peptidbindungsbruch  zwischen  Asp16  und  Phe17  hervorging  (Abbildung  4.34).  Im Gegensatz  zum 
MS2‐Spektrum von Capistruin wurden b‐ und/oder y‐Fragmentionen für  jeden Peptidbindungsbruch 







Anantin.  [M  +  2H]2+berechnet  =  935.9147;  [M  +  2H]
2+
beobachtet  =  935.9143;  Abweichung  0.4  ppm. 
(B) MS2‐Spektrum der m/z 936 zweifach protonierten Form von Anantin. Rot markierte Peaks entsprechen 
den  schematisch  dargestellten  b‐  und  y‐Fragmentionen, wohingegen  blau markierte  Peaks  aus  einem 




unterzogen,  um  zusätzliche  Strukturinformationen  anhand  der  Proteaselabilität  zu  gewinnen.  Im 
Falle des Capistruins war die Exoprotease  lediglich  in der Lage das C‐terminale Asn19 abzuspalten, 
der  C‐terminale  Abbau  stoppte  also  bei  Capistruin  N.  Bei  Anantin  führte  die  Inkubation  mit 
Carboxypeptidase Y ebenfalls nur zur Abspaltung der C‐terminalen Aminosäure (Phe17). Der Verdau 
lieferte  unabhängig  von  der  eingesetzten  Proteasekonzentration  und  Inkubationszeit  das  16‐AS 
Peptid. 













Lassopeptide  zeichnen  sich  aufgrund  ihrer  einzigartigen  Struktur  durch  eine  hohe  Stabilität 
gegenüber Proteasen, Temperatur und chaotropen Reagenzien aus [36,126,181]. Desweiteren haben 
Mutagenesestudien  zur  Reifung  von  MccJ25  [146]  und  Capistruin  [182]  gezeigt,  dass  die 
Biosynthesemaschinerie  promisk  ist. Derivate  beider  Lassopeptide  können  durch Mutagenese  der 





verwendet werden  können, wurde  als  proof  of  principle  die  Peptidsequenz Arg‐Gly‐Asp  (RGD)  als 
pharmakologisch aktives Epitop gewählt, das  in die Lassostruktur  integriert werden sollte. Die RGD‐
Sequenz  ist  als  Bindungsmotiv  von  Integrinen  bekannt  [183],  die  eine  wichtige  Rolle  bei  der 
Zelladhäsion und  Signalübertragung  in der Zelle  spielen und bei einer Vielzahl  von pathologischen 
Prozessen  wie  Entzündungen,  Thrombose  oder  Tumorangiogenese  involviert  sind  [184,185].  Ein 
Beispiel für ein RGD‐präsentierendes Peptid stellt das von der Arbeitsgruppe um Prof. Horst Kessler 
(Technische  Universität München)  entwickelte  zyklische  Pentapeptid  Cilengitid  (c[‐RGDf(NMe)V‐]) 
dar [163], das eine sehr hohe Affinität für das v3 Integrin besitzt (IC50 = 0.6 nM) und sich momentan 








Neben  der  Frage  nach  dem  zu  insertierenden  Epitop  ist  die  Position  des  Einbaus  entscheidend. 
Innerhalb des Cilengitids wird die RGD‐Sequenz aufgrund des 5‐AS‐Rings  in  Form eines Knicks mit 
Glycin  im  Zentrum  präsentiert.  Diese  Geometrie  erinnert  an  die  Schleifenmotive  in MccJ25  und 
Capistruin, weshalb die RGD‐Sequenz an dieser Stelle  in das Peptidgerüst eingebaut werden sollte. 
Eine  dortige  Insertion  ermöglicht  eine  zum  Cilengitid  ähnliche  Präsentation  der  pharmakologisch 






Die  RGD‐Sequenz  wurde  mittels  ortsgerichteter  Mutagenese  in  die  Lassosequenz  der 
Vorläuferproteine CapA und McjA unter Verwendung der pCDFDuet_capA‐ und pTUC202‐Vektoren 





Abbildung  4.36:  Position  des  Einbaus  des  RGD‐Epitops  innerhalb  des  stabilen  Peptidgerüsts  von 
Capistruin  (A)  und  MccJ25  (B).  (A)  NMR‐Struktur  (BMRB  20014)  und  Sequenz  von  Capistruin.  Die 




Die  Produktion  von  Capistruin  RGD  wurde  analog  zu  den  Mutationsstudien  in  Abschnitt  4.1.10 
analysiert. Dabei konnte keine Reifung der RGD‐Vorläufervariante durch die prozessierenden Enzyme 
in die Lassostruktur nachgewiesen werden. Dieses Resultat steht in Einklang mit den Ergebnissen der 
Mutagenesestudien,  in  denen  das  ‐Schleifenmotiv  als  kritisch  für  die  Capistruinproduktion 
identifiziert wurde und folglich derartig signifikante Veränderungen von der Biosynthesemaschinerie 
nicht toleriert werden. 
Zur  Analyse  der  Produktion  von  MccJ25  wurde  das  pTUC202_RGD‐Plasmid  in  E.  coli 
DH5transformiert  und  der  transformierte  Stamm  in  M63‐Medium  bis  zum  Erreichen  der 
stationären  Phase  bei  37  °C  fermentiert, wie  es  für  eine  optimale  Produktion  von MccJ25  in  der 
Literatur  beschrieben  wurde  [156].  Die  HPLC‐MS‐Analytik  des  Kulturüberstands  bestätigte  die 
erfolgreiche Synthese der MccJ25 RGD‐Variante, da eine zweifach protonierte Verbindung mit dem 
berechneten  m/z‐Verhältnis  nachgewiesen  werden  konnte.  Eine  Produktion  des  Wildtyps  war 
erwartungsgemäß  nicht  mehr  zu  beobachten.  Die  Variante  wurde  daraufhin  im  5  L‐Maßstab 
Ergebnisse 
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RP‐HPLC‐Reinigung  von  MccJ25  RGD  aus  dem  XAD16‐Extrakt  des  Kulturüberstands  eines  E.  coli 
DH5pTUC202_RGD]Stamms,  der  in M63‐Medium  bei  37  °C  für  24  h  inkubiert wurde.  Die MccJ25‐
Variante  (*)  zeigte  eine  Retentionszeit  von  28.7  min.  Das  ESI‐FT‐MS‐Spektrum  stimmte  mit  dem 







Um  zu  untersuchen,  ob MccJ25  RGD  in  einer  Lassostruktur  vorliegt,  wurde  die  Variante mittels 
Tandem‐Massenspektrometrie charakterisiert und mit dem Fragmentierungsverhalten des Wildtyps 
verglichen.  Das  MS2‐Spektrum  von  MccJ25  (Abbildung  4.38)  zeigte  neben  den  b‐  und 
y‐Fragmentionen  (Tabelle  4.8),  die  aus  Peptidbindungsbrüchen  innerhalb  des  13‐AS  C‐Terminus 
hervorgingen,  die  bereits  beschriebenen  charakteristischen  binären  Peptidkomplexfragmente,  die 
aus sterisch verknüpften b‐ und y‐Fragmentionen bestehen  [109]. Als Beispiel  für solch ein binäres 
Peptidkomplexfragment  ist  in  Abbildung  4.38  das  sterisch  verknüpfte  b13+y4‐Fragmention 














Abbildung  4.39:  Fragmentierungsanalyse  von MccJ25  RGD. MS2‐Spektrum  des  m/z  1104.5  zweifach 
protonierten  Vorläuferions  von  MccJ25  RGD.  Rot  markierte  Peaks  entsprechen  den  in  Tabelle  4.9 
dargestellten  b‐  und  y‐Fragmentionen,  wohingegen  blau  markierte  Peaks  aus  einem  zusätzlichen 













GGAGHVPEYFVGIGTPISFYG  y11  1110.6 1110.8   
GGAGHVPEYFVGIGTPISFYG  y8 841.4 841.4   
GGAGHVPEYFVGIGTPISFYG  y7 784.4 784.6   
GGAGHVPEYFVGIGTPISFYG  y6 683.3 683.5   
GGAGHVPEYFVGIGTPISFYG  y5 586.3 586.3   
GGAGHVPEYFVGIGTPISFYG  y4 473.2 473.3   
GGAGHVPEYFVGIGTPISFYG  y3 386.2 386.3   
N‐terminale b‐ und a‐Serie (‐H2O)     
GGAGHVPEYFVGIGTPISFYG  b15  1424.7 1424.8   
GGAGHVPEYFVGIGTPISFYG  b14 1323.6 1323.5   
GGAGHVPEYFVGIGTPISFYG  b13 1266.7 1267.0   
GGAGHVPEYFVGIGTPISFYG  b12 1153.6 1153.8   
GGAGHVPEYFVGIGTPISFYG  b11 1096.5 1096.7   
GGAGHVPEYFVGIGTPISFYG  b10 997.5 997.7   
GGAGHVPEYFVGIGTPISFYG  b9 850.4 850.3   
GGAGHVPEYFVGIGTPISFYG  a8 659.3 659.6   
Sterisch verknüpfte b+y‐Serie     
GGAGHVPEYFVGIGT(PI)SFYG  b15+y4 1896.9 1897.1   
GGAGHVPEYFVGI(GTPI)SFYG  b13+y4 1738.8 1739.2   
GGAGHVPEYFVG(IGTPI)SFYG  b12+y4 1625.7 1625.8   
GGAGHVPEYFV(GIGTPI)SFYG  b11+y4 1568.7 1568.9   
GGAGHVPEYF(VGIGTPI)SFYG  b10+y4 1469.7 1469.8   
GGAGHVPEY(FVGIGTPI)SFYG  b9+y4 1322.6 1322.9   
GGAGHVPEYFV(GIGT)PISFYG  b11+y6 1778.9 1779.2   
GGAGHVPEYF(VGIGT)PISFYG  b10+y6 1679.8 1680.0   
GGAGHVPEY(FVGIGTP)ISFYG  b9+y6 1532.7 1532.9   
 
Das MS2‐Spektrum von MccJ25 RGD zeigte die aus Peptidbindungsbrüchen  im  linearen C‐Terminus 
resultierenden  b‐  und  y‐Fragmentionen  (Abbildung  4.39).  Darüber  hinaus  konnten  8  binäre 
Peptidkomplexfragmente  identifiziert werden (Tabelle 4.9). Diese setzten sich analog zu MccJ25 aus 
y4‐  oder  y6‐Fragmentionen  in  Kombination mit  b‐Tochterionen  von  8  –  14  AS  Länge  zusammen. 
Exemplarisch  ist  in Abbildung 4.39 das binäre Peptidkomplexfragment b14+y4  (m/z 1897.0) gezeigt. 









Tabelle  4.9:  Experimentelle  Fragmentierungsserien  von  MccJ25  RGD.  Die  Teilsequenzen  der 
Fragmentionen sind hervorgehoben. 




GGAGHVPEYFVRGDTPISFYG  y12  1358.7 1359.0   
GGAGHVPEYFVRGDTPISFYG  y11 1211.6 1211.9   
GGAGHVPEYFVRGDTPISFYG  y10 1112.5 1112.7   
GGAGHVPEYFVRGDTPISFYG  y7 784.4 784.7   
GGAGHVPEYFVRGDTPISFYG  y6 683.3 683.6   
GGAGHVPEYFVRGDTPISFYG  y4 473.2 473.2   
GGAGHVPEYFVRGDTPISFYG  y3 386.2 386.4   
N‐terminale b‐ und a‐Serie (‐H2O)     
GGAGHVPEYFVRGDTPISFYG  b15  1525.7 1526.0   
GGAGHVPEYFVRGDTPISFYG  b14 1424.7 1424.9   
GGAGHVPEYFVRGDTPISFYG  b13 1309.6 1310.0   
GGAGHVPEYFVRGDTPISFYG  b12 1252.6 1252.9   
GGAGHVPEYFVRGDTPISFYG  b11 1096.5 1096.2   
GGAGHVPEYFVRGDTPISFYG  b10 997.5 997.8   
GGAGHVPEYFVRGDTPISFYG  b9 850.4 850.6   
GGAGHVPEYFVRGDTPISFYG  a8 659.3 659.2   
Sterisch verknüpfte b+y‐Serie     
GGAGHVPEYFVRGD(TPI)SFYG  b14+y4 1896.9 1897.0   
GGAGHVPEYFV(RGDTPI)SFYG  b11+y4 1568.7 1568.9   
GGAGHVPEYF(VRGDTPI)SFYG  b10+y4 1469.6 1469.8   
GGAGHVPEY(FVRGDTPI)SFYG  b9+y4 1322.6 1322.8   
GGAGHVPE(YFVRGDTPI)SFYG  b8+y4 1159.5 1159.7   
GGAGHVPEYFV(RGDT)PISFYG  b11+y6 1778.9 1779.1   
GGAGHVPEYF(VRGDT)PISFYG  b10+y6 1679.8 1680.0   




Die  Affinität  von  MccJ25  RGD  zu  v3  und  v5  Integrinen  wurde  mit  Hilfe  eines  in  vitro 
Ligandenbindungs‐Inhibitionsassays  in  Kooperation mit  Prof. Horst  Kessler  (Technische Universität 
München)  untersucht.  Als  Kontrolle  dienten  Cilengitid,  MccJ25  und  das  7‐AS  Peptid 
























worden war,  sollte  anschließend  auf  eine  Aktivität  in  vivo  hin  untersucht werden.  Dazu wurden 
sowohl Proliferationshemmstudien als auch Angiogeneseassays in Kooperation mit Dr. Florenz Sasse 
(Helmholtz‐Zentrum  für  Infektionsforschung,  Braunschweig)  durchgeführt.  Dabei  zeigte  sich,  dass 
MccJ25  RGD  einen  signifikanten  Einfluss  auf  die  Kapillarbildung  von  humanen  Endothelzellen  aus 
Nabelschnurvenen  (HUVEC) hat  (Abbildung 4.40). Die Gefäßbildung durch HUVEC  ist  in Gegenwart 
von 1.2 µg/mL MccJ25 RGD erwartungsgemäß  zu beobachten. Mit  steigender Peptidkonzentration 
tritt  dagegen  eine  deutliche  Hemmung  der  Kapillarbildung  ein,  wobei  die  minimale 
Hemmkonzentration mit  10.9  µg/mL  angegeben  werden  kann.  Im  Vergleich  dazu  zeigten  weder 
MccJ25 noch das  lineare Heptapeptid, für das  in vitro ein  IC50‐Wert von 42.6 nM für v3 bestimmt 
wurde,  einen  Einfluss  auf  die  Angiogenese.  Für  das  Referenzpeptid  Cilengitid  konnte  eine  anti‐





Zellen  auswirkt.  Durch  den  großen  Abstand  zwischen  anti‐angiogenetischer  Wirkung  und 
Cytotoxizität kann MccJ25 RGD eine hohe therapeutische Breite bescheinigt werden. 




modifizierte  Lassopeptid  aufgrund  seiner  geringen  Cytotoxizität  über  eine  große  therapeutische 
Breite  verfügt.  Die  Insertion  des  RGD‐Epitops  führte  also  eine  neue  biologische  Aktivität  in  das 









Gefäßbildung  durch  HUVEC  auf  Matrigel‐Substrat.  (A)  Normale  Kapillarbildung  in  Gegenwart  von 










Rationale  Strategien  spielen  bei  der  Isolierung  neuer  Naturstoffe  in  zunehmendem  Maße  eine 
entscheidende Rolle.  Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein  rationaler Ansatz  zur  Identifizierung von 
Lassopeptidbiosyntheseclustern  in  Bakterien  entwickelt  und  dessen  Potential  durch  die  Isolierung 
des  neuartigen  Lassopeptids  Capistruin  aus  Burkholderia  thailandensis  E264  verdeutlicht.  Im 
Folgenden  sollen  die  Ergebnisse  der  Struktur‐,  Stabilitäts‐  und  Biosynthesestudien  von  Capistruin 





Kryptische  Gencluster,  die  für  die  Biosynthese  von  Naturstoffen  kodieren,  können  durch 
Genomisches  Mining  vorhergesagt  und  damit  Bakterien  als  Produzenten  für  diese  putativen 
Verbindungen  postuliert  werden  [8,9,11,186].  Die  Anwendung  dieser  Strategie  führte  zur 
Identifizierung  des  capABCD‐Biosyntheseclusters  in  Burkholderia  thailandensis  E264.  Demzufolge 
wurde das gramnegative Bakterium als Produzent des putativen Lassopeptids Capistruin postuliert. 
Durch  massenspektrometrische  Analysen  des  Kulturüberstands  konnte  das  putative  Lassopeptid 




des  Genclusters  und  zum  anderen  von  der Wahl  der  Kultivierungsbedingungen  abhängig.  In  der 
Natur  wird  die  Biosynthese  von  Sekundärmetaboliten  durch  die  gegenwärtigen 
Wachstumsbedingungen  innerhalb des Habitats beeinflusst,  so dass die  Isolierung der Naturstoffe 
der erfolgreichen Simulation dieser Gegebenheiten bedarf. Der Einfluss der  Laborbedingungen auf 
die Produktion von Sekundärmetaboliten wurde eindrucksvoll durch den OSMAC‐Ansatz gezeigt, wo 
durch  systematische  Variation  der  Kultivierungsparameter  bis  zu  20  verschiedene Metabolite  aus 
einem  Stamm  isoliert werden  konnten  [12]. Eine deutliche Abhängigkeit der Naturstoffproduktion 




liegen.  Glucose,  die  im  M9‐Medium  als  Kohlenstoffquelle  Verwendung  fand,  kann  zu  einer 
Repression  der  Biosynthese  von  Sekundärmetaboliten  führen,  wohingegen  die  hohen 
Phosphatkonzentrationen  des M20‐Mediums  eine  Induktion  der  Naturstoffbiosynthese  zur  Folge 
haben können  [12]. Die erfolgreiche Produktion von Capistruin  in LB‐Medium zeigt  ferner, dass die 








E.  coli  eine  Abhängigkeit  von  den  gegebenen  Fermentationsbedingungen.  Capistruin  wurde  in 
Minimalmedien  wie  M9,  M20  und  M63  nach  IPTG‐induzierter  Transkription  des  capABCD‐
Genclusters synthetisiert und sekretiert, wohingegen  in LB‐Medium keine Produktion nachgewiesen 
werden  konnte.  Dieser  Unterschied  kann  vermutlich  durch  einen  intrazellulären,  proteolytischen 
Abbau  des  proteaselabilen  Vorläuferproteins  bei  Fermentation  in  LB‐Medium  erklärt  werden, 
wodurch  CapA  der  Konversion  in  das  lassostrukturierte  Peptid  entzogen wird.  Für  diese  Theorie 
spricht  auch,  dass  eine  Reinigung  von  His(6)‐CapA  aus  E.  coli  nach  heterologer  Expression  in 
LB‐Medium nicht möglich war. 
Die heterologe Capistruinsynthese in E. coli lag mit Ausbeuten im Bereich von 0.2 mg/L Kultur unter 
denen  der  nativen  Produktion.  Für  die  Mutanten  wurde  ein  weiterer  Rückgang  der 
Produktionsmenge  beobachtet,  so  dass  Bioaktivitätsstudien  von  ausgewählten  Varianten  nicht 
realisierbar waren. Dagegen lieferte die Produktion von Capistruin F5A in B. thailandensis E264 nach 
Rhamnose‐induzierter Expression der CapA‐Variante Ausbeuten auf Wildtypniveau.  In Kombination 







Bei den ersten  Isolierungsversuchen von Capistruin wurde das Peptid  lediglich  in der 24‐stündigen 
Fermentation nachgewiesen, während es nach 48‐ bzw. 72‐stündiger Inkubation nicht zu detektieren 
war. Diese Diskrepanz  liegt  in der C‐terminalen Degradation begründet. Bei  längerer Fermentation 
erfolgt der C‐terminale Abbau unter Bildung von Capistruin N und Capistruin FN. Die Simulation 
der Degradation in vitro mittels Carboxypeptidase Y aus S. cerevisiae zeigt, dass wahrscheinlich eine 




aus der Abspaltung des C‐terminalen Phe17  resultierende DesPhe‐Anantin gefunden  [117] und  für 
Propeptin  konnte  das  Propeptin‐2,  dem  die  zwei  C‐terminalen  Aminosäuren  Ser  und  Pro  fehlen, 
nachgewiesen  werden  [191].  Interessanterweise  zeigte  das  verkürzte  Propeptin  eine  100‐fach 
geringere  antibakterielle  Aktivität  gegen  Mycobacterium  phlei  [191].  Bei  Studien  der 
Proteasesensitivität  von  Lariatin  A  wurde  beobachtet,  dass  das  Lassopeptid  nicht  durch  Arginyl‐
Endopeptidase,  Acromobacter  Protease  I,  V8  Protease,  Endoprotease  Asp‐N,  Trypsin  und 







werden  muss.  Außerdem  lässt  die  Reduktion  der  Bioaktivität,  die  bei  den  verkürzten  Peptiden 
beobachtet wurde,  auf  einen möglichen  physiologischen Hintergrund  des  proteolytischen  Abbaus 
schließen. Die Degradation  könnte  neben  dem  Export  einen  zweiten  Immunitätsmechanismus  zur 
Inaktivierung der produzierten bioaktiven Peptide darstellen  (Abbildung 5.1). Dieser Hypothese gilt 
es  in  Zukunft  durch  Bioaktivitätsstudien  von  Capistruin  N  und  Capistruin  FN  nachzugehen,  die 
mittels Verdau durch Carboxypeptidase Y bzw. durch geeignete Wahl der Fermentationsbedingungen 
in  homogener  Form  produziert  werden  können.  Darüber  hinaus  ist  die  Identifizierung  der 




Abbildung  5.1:  Immunitätsstrategien.  (A)  CapD‐vermittelter  Export  verringert  die  intrazelluläre 





Die  postulierte  Lassostruktur  von  Capistruin  wurde  mit  Hilfe  von  massenspektrometrischen  und 
NMR‐spektroskopischen  Untersuchungen  eindeutig  bewiesen.  Das  Peptid  zeigte  ein  schwaches 
Fragmentierungsverhalten  bei  MS/MS‐Studien  mit  einem  dominierenden  Verlust  von 
Neutralmolekülen.  Interessanterweise  wurden  sowohl  bei  dem  Wildtyp  als  auch  bei  den 
lassostrukturierten Varianten keine Fragmente beobachtet, die aus Peptidbindungsbrüchen zwischen 
den Positionen 9  (Asp  im Wildtyp) und 10  (Ala) bzw. 10  (Ala) und 11  (Arg)  resultierten. Die NMR‐







dazu  in  der  Lage  sein. Aus  einem Bindungsbruch N‐terminal  von Arg11  innerhalb  des  C‐Terminus 
würde demnach ein lineares Tochterfragmention resultieren, das durch Arg11 und Arg15 auf beiden 
Seiten  der  Ringebene  im  Zyklus  verankert  ist  (Abbildung  5.2B  ‐  D).  Dieser  binäre  Peptidkomplex 
besäße  eine  zum Wildtyp  identische Masse  und  könnte  daher massenspektrometrisch  nicht  von 
Capistruin unterschieden werden. Analoge binäre Peptidkomplexe sind für MccJ25 beschrieben und 
wurden  auch  im  Rahmen  der MccJ25  RGD  Strukturuntersuchungen  in  dieser  Arbeit  beobachtet 
[109,128].  Im  Falle  des  Capistruins  ist  allerdings  die  Detektion  dieser  Komplexe  aus  b‐  und 






Gasphase.  (A)  Schematische  Darstellung  der  y9‐  und  y10‐Fragmentionen,  die  bei  der 
Fragmentierungsanalyse  von Capistruin nicht beobachtet wurden.  (B)  Schema des postulierten binären 
b9+y9‐Peptidkomplexfragments  von  Capistruin.  (C)  Veranschaulichung  der  sterischen  Anforderung  der 
beiden  Argininreste  Arg11  und  Arg15  als  mögliche  Ursache  für  die  stabile  Verankerung  des 
y9‐Fragmentions  innerhalb  des  b9‐Fragments.  Die  lösungsmittelzugängliche  Oberfläche  des 
Makrolaktamrings und der Argininseitenketten  ist  transparent gezeigt.  (D) Abgeleitet aus  (C) durch 60°‐
Drehung um die z‐Achse. 
 
Das  charakteristische  Fragmentierungsverhalten wurde  allerdings  nicht  für  alle  lassostrukturierten 
Capistruinvarianten  beobachtet  und  besitzt  demzufolge  keine  allgemeine  Gültigkeit.  Das 
MS2‐Spektrum  der  Elastase‐insensitiven  Capistruin  R15A/F16A‐Variante  zeigte  nicht  das 
prototypische  Verhalten,  obwohl  eine  Lassostruktur  aufgrund  der  Stabilität  gegenüber  Elastase 
angenommen werden kann. Es war mit  lediglich geringen Unterschieden  in der Fragmentintensität 
keine  signifikante  Abweichung  vom  MS2‐Spektrum  der  Elastase‐sensitiven  Konformation  zu 
erkennen.  Eine  Erklärung  für  diese  Beobachtung  liegt  vermutlich  in  der  Temperaturlabilität  der 
Variante  begründet.  Vermutlich  erfolgt  bei  den  Gasphasen‐Fragmentierungsstudien  unter  den 
gegebenen Bedingungen  in der Kollisionszelle  ebenfalls  eine  Entfaltung der  Lassostruktur,  so dass 
letztendlich ein Peptid mit einer verzweigt‐zyklischen Struktur analysiert wird. 
Darüber  hinaus  zeigte  die  temperaturlabile  Capistruin  R15A/F16A‐Variante,  dass  Phenylalanin  an 




der  verzweigt‐zyklischen  Konformation  vor.  Die  thermische  Entfaltung  einer  Lassostruktur wurde 
zum ersten Mal überhaupt bei dieser Capistruinvariante beobachtet.  
Im Gegensatz  dazu wurden  die  aromatischen Aminosäuren  Phe,  Tyr  und  Trp  bei  der Analyse  des 
Fixierungspotentials  sterisch  anspruchsvoller  Aminosäuren  an  Position  15  des  Capistruins  als 
Substituenten  des  Arginins  identifiziert,  die  eine  thermostabile  Lassostruktur  generierten. 
Demzufolge  ist das Potential von Phenylalanin, den C‐Terminus thermostabil  im Ring zu verankern, 
abhängig  von  der  Position  innerhalb  des  C‐Terminus  und  somit  nicht  allein  durch  den  sterischen 
Anspruch  der  Seitenkette  definiert.  Vermutlich  spielen  die  Länge,  Anzahl  der  Freiheitsgrade  und 
damit die Flexibilität des Schleifenbereichs oberhalb der Ringebene eine entscheidende Rolle bei der 
Entfaltung.  Im  Falle  des  Capistruins  R15F/F16A/F18A  kann  von  einer  zum  Capistruin  analogen 
Struktur  und  damit  von  einer  Lokalisierung  von Ala10‐Ile13  oberhalb  der Ringebene  ausgegangen 
werden.  Dagegen  ist  bei  der  Doppelmutante  Capistruin  R15A/F16A  vermutlich  Phe18  direkt 
unterhalb  der  Ringebene  positioniert, womit  sich Ala10‐Phe16  auf  der  gegenüberliegenden  Seite, 
also oberhalb der Ringebene befinden (Abbildung 5.3). Bei einer Energiezufuhr durch Erhöhung der 
Temperatur  kann  somit  die  längere  Peptidsequenz  bei  Capistruin  R15A/F16A  mehr  Energie 
aufnehmen und bei der Entfaltung der Lassostruktur assistieren. 






die  Verwendung  von  chemischen  Denaturierungsmitteln  wie  GdmCl,  das  zur  Denaturierung  von 
Proteinstrukturen Anwendung findet, keinen Effekt auf die Entfaltung der Lassostruktur. Folglich geht 
es  bei  der  Auflösung  der  Lassofaltung  nicht  um  das  Unterdrücken  von  intramolekularen 
Wechselwirkungen,  sondern  um  die  thermisch  induzierbare  Entfaltung  einer  sterisch  fixierten, 
entropisch  ungünstigen  Struktur.  Die  vollständige  Analyse  des  generellen  Fixierungspotentials 
voluminöser  Aminosäuren  und  deren  Positionsabhängigkeit  ist momentan  durch  die  Verwendung 
des  in  vivo  Produktionssystems  limitiert,  da  sehr  instabile  Varianten  vermutlich  aufgrund  ihrer 
Proteaselabilität eine sehr kurze Halbwertszeit besitzen und damit nicht detektiert werden können. 
Demzufolge  ist  in  kritischen  Fällen  unklar,  ob  die  prozessierenden  Enzyme  das  mutierte 
Vorläuferprotein  nicht  konvertieren  können,  oder  ob  das  instabile  Lassopeptid  abgebaut  wurde. 
Darüber hinaus  fanden alle bisherigen Untersuchungen  in Extrakten des Kulturüberstands  statt, da 
die  produzierten  Variantenmengen  keine  präparative  Aufreinigung  erlaubten.  Eine  Erhöhung  der 
Ausbeute  scheint  zukünftig  durch  das  entwickelte  homologe  Produktionssystem möglich  zu  sein. 
Dennoch  konnte  mit  dem  verwendeten  Ansatz  ein  erster  Einblick  in  die  Struktur‐Stabilitäts‐













Capistruin  stellt neben MccJ25, RES‐701‐1 und  Lariatin A das  vierte  Lassopeptid der  Klasse  II dar. 
Obwohl  die  vier  Vertreter  eine  ähnliche  Primärstruktur  besitzen  und  das  Lassostrukturmotiv 
gemeinsam  haben,  zeigen  sie  signifikante  strukturelle  Unterschiede.  Die  Strukturen  von MccJ25 
[109,122,123],  Lariatin  A  [110]  und  Capistruin  [181]  stimmen  in  einem  kurzen  antiparallelen 
‐Faltblatt  überein,  das  zwischen  dem  N‐terminalen  Makrozyklus  und  dem  hindurch  gefädelten 
C‐terminalen Schwanz gebildet wird (Abbildung 5.4). MccJ25 verfügt darüber hinaus über ein zweites 
antiparalleles  ‐Faltblatt  innerhalb  des  C‐Terminus,  das  zur  Ausbildung  der  ‐Haarnadelstruktur 
führt.  Bei MccJ25  ist  der  C‐Terminus  durch  Phe19  und  Tyr20  auf  gegenüberliegenden  Seiten  des 
Rings sterisch fixiert, so dass der C‐terminale Schwanz sich nicht mehr innerhalb des Rings bewegen 
kann. Bei der Mutagenesestudie von Severinov et al. wurde beobachtet, dass Tyr20, das den Stöpsel 
unterhalb  der  Ringebene  repräsentiert,  lediglich  durch  die  beiden  sterisch  anspruchsvollen 
Aminosäuren  Phenylalanin  und  Isoleucin  substituiert  werden  konnte  [146].  Alle  anderen 
proteinogenen Aminosäuren wurden entweder nicht von der Biosynthesemaschinerie toleriert oder 
lieferten keine stabilen Lassostrukturen. Die Verwendung von Phe19 als zweiten Stöpsel oberhalb der 
Ringebene  ist  einzigartig  für  MccJ25  und  könnte  seine  Ursache  in  dem  beobachteten 
Entfaltungsverhalten von Capistruin R15A/F16A im Vergleich zu Capistruin R15F/F16A/F18A besitzen. 
Die  ‐Haarnadelstruktur  in  MccJ25  sollte  in  der  Lage  sein,  bei  höheren  Temperaturen  bei  der 
Entfaltung zu assistieren. Eine unflexible Fixierung auf beiden Seiten der Ringebene könnte diesem 
Effekt entgegenwirken. Bei den  Lassostrukturen von Capistruin und  Lariatin  ist ein  solcher  zweiter 















auf Homologievergleichen.  Zu  Beginn  dieser  Arbeit war  zudem mit  dem mcjABCD‐Gencluster  der 
MccJ25‐Biosynthese lediglich ein Biosynthesecluster bekannt. Durch die Identifizierung des capABCD‐
Clusters  im Rahmen dieser Untersuchungen und durch die Sequenzierung des Anantinproduzenten 
Streptomyces  coerulescens  in  der Arbeitsgruppe Marahiel  (Marcel  Zimmermann,  unveröffentlichte 
Ergebnisse)  sind mittlerweile  Sequenzen  dreier  Gencluster  bekannt,  die  für  die  Biosynthese  von 
Klasse  II‐Lassopeptiden  verantwortlich  sind.  Durch  Alignments  der  prozessierenden  Enzyme  kann 
daher über die essentiellen katalytischen Reste der Reifungsproteine spekuliert werden.  
Das  Sequenzalignment  von  McjB  und  CapB  zeigt,  dass  die  beiden  Proteine  innerhalb  des 
C‐terminalen  Bereichs  die  höchste  Homologie  aufweisen  (Abbildung  5.5).  Da  bakterielle 
Transglutaminasen,  die  vermutlich meist  als  Proteasen  fungieren  und  geringe  Ähnlichkeit  zu  den 
B‐Proteinen  bakterieller  Lassocluster  besitzen,  über  eine  katalytische  Triade  aus  Cys, His  und Asp 
verfügen,  könnten  die  in  beiden  Proteinen  konservierten  Reste  Cys149,  His181  und  Asp193  das 
aktive Zentrum von CapB bilden [133]. Alternativ zu Cys149 wäre das ebenfalls konservierte Ser153 















Reste  in  beiden  Reifungsenzymen  konserviert  sind  (Abbildung  5.6).  In  CapC  wird  das  Mg2+‐Ion 
vermutlich  durch  Asp232  und  Asp333  koordiniert, während  Ser228,  Ser233,  Gly329,  Arg480  und 
Thr500 bei der Bindung des ATP eine Rolle  spielen. Diese Reste  sind ebenfalls  in AnC, dem CapC‐
Homologen des Anantinbiosyntheseclusters, konserviert. Interessanterweise sind die in AsnB für die 
Hydrolyse  des  Glutamins  notwendigen  Reste  Arg49,  Asn74,  Glu76  und  Asp98  sowie  die  bei  der 
Bindung der ‐Aminogruppe bzw. ‐Carboxylguppe des Aspartats  involvierten Reste Asp385 bzw. 
Arg388  in  keinem  der  prozessierenden  Enzyme  konserviert.  Allerdings  ist  die 
Glutaminhydrolyseaktivität für die Lassopeptidsynthese nicht notwendig, da das Nukleophil mit der 
N‐terminalen ‐NH2‐Gruppe bereits  intramolekular vorliegt. Ebenso  ist eine  spezifische  Interaktion 
mit der ‐Aminogruppe bzw. ‐Carboxylgruppe des zu adenylierenden Asp/Glu nicht vonnöten, da 
die Aminosäure als Teil einer Peptidkette vorliegt.  
Mutationsanalysen  werden  notwendig  sein,  um  eine  essentielle  Rolle  der  in  CapB  und  CapC 
identifizierten Reste bei der Prozessierung des Vorläuferproteins CapA  zu belegen. Dazu  ist die  in 




zu  realisieren,  sind  nach  der  erfolglosen  Anwendung  der  literaturbekannten  Strategien  zur 
Löslichkeitsoptimierung  alternative Wege  zu  beschreiten.  Dafür  kommt  neben  der  Expression  in 















Die  Ergebnisse  der  Biokombinatorikexperimente  haben  gezeigt,  dass  eine  Reifung  der  hybriden 
Vorläuferproteine  durch  eine  Kombination  der  beiden  Reifungsenzyme  des  MccJ25‐  und 
Capistruinsystems  nicht  möglich  war.  Dies  deutet  auf  eine  Protein‐Protein‐Interaktion  der 




wird,  und  daher  bei  Proteinen  aus  unterschiedlichen  Systemen  nicht  gebildet  werden  kann.  Ein 
Beispiel für die Komplexbildung von Reifungsenzymen ribosomaler Peptidantibiotika ist die Microcin 
B17  Synthase,  die  aus  den  Reifungsenzymen McbB, McbC  und McbD  besteht  und  die  korrekte 
Positionierung  des  Vorläuferproteins  sowie  den  Einbau  von  Thiazol‐  und  Oxazolringen  in  das 
Peptidrückgrat  katalysiert  [200].  Eine  Komplexbildung  von  CapB  und  CapC  hat  weitreichende 
Konsequenzen,  da  dies  sowohl  bei  der  Expression  und  Reinigung  der  Proteine  als  auch  bei  den 
Untersuchungen der Einzelreaktionen berücksichtigt werden müsste. Denn wenn die Bildung eines 
CapB/CapC‐Komplexes  für die Katalyse essentiell  ist,  könnten Einzelreaktionen  lediglich durch den 




entwickelt wurden  [201],  sowie  von nicht hydrolysierbaren ATP‐Analoga wie beispielsweise ATPS 
den Nachweis der Proteolyseprodukte von CapA erlauben.  
Eine bei der Biosynthese von ribosomalen Peptiden beinahe  immer  involvierte Reifungsreaktion  ist 
die  Proteolyse  des  Vorläuferproteins,  die  zur  Freisetzung  des  Kernpeptids  führt.  Die 
Mutationsanalyse  der  Proteaseschnittstelle  von  CapA  identifizierte  Thr27  an  der  P2‐,  sowie Gly29 
(entspricht  Gly1  der  Lassosequenz)  an  der  P1'‐Position  als  kritische  Reste  für  die  Reifung  des 
Vorläuferproteins.  Eine  konservative  Substitution  von  Thr27  durch  Ser  wurde  ebenfalls  nicht 
toleriert. Demzufolge scheint Thr essentiell für die Wechselwirkung mit der putativen Protease CapB 
zu  sein,  wobei  eine  Interaktion  mit  der  Hydroxylfunktion  der  Seitenkette  in  Form  einer 
Wasserstoffbrücke nahe liegt. Desweiteren scheint eine Erkennung der Methylgruppe des Threonins 
vorzuliegen, da  Ser, dem diese Methylgruppe  fehlt,  zu  einer  Inhibition der Biosynthese  führt. Das 
Vorläuferprotein des MccJ25 enthält ebenfalls ein Threonin an der P2‐Position (Abbildung 5.7), das 
bei  einem  Alaninscan  des  minimalen  Leaderpeptids  von  McjA  als  kritischer  Rest  für  die 
Lassopeptidreifung identifiziert wurde [147]. Die Spezifität von CapB und McjB scheint also neben der 
P1'‐Position auch bezüglich der P2‐Position konserviert zu sein. Die Beobachtung, dass das Threonin 
darüber  hinaus  im  Vorläuferprotein  von  Anantin  ebenfalls  konserviert  ist  (Marcel  Zimmermann, 
unveröffentlichte  Ergebnisse),  impliziert  eine  generell  entscheidende  Rolle  bei  der  Reifung  von 
Lassopeptiden der Klasse II. 
Die Mutagenesestudien  von CapA und McjA  zeigten, dass Gly an der Position 1 der  Lassosequenz 
nicht  durch  Cystein  ersetzt  werden  konnte,  ohne  die  Prozessierung  zu  inhibieren.  Für  diese 
Beobachtung  sind  zwei  mögliche  Ursachen  denkbar.  Zum  einen  könnte  Cys1  in  der 
Zyklisierungsreaktion nicht  als Nukleophil  akzeptiert werden.  Zum  anderen  könnte die  veränderte 
Aminosäure  in  der  P1'‐Position  zu  einer  Nichterkennung  durch  Protein  B  führen,  so  dass  keine 
Abspaltung des Kernpeptids erfolgt. In diesem Fall hätte die Natur zwei verschiedene Proteasen für 
die  Reifung  von  Lassopeptiden  entwickelt,  eine  spezifisch  für Gly  an  der  P1'‐Position,  die  an  der 









Abbildung  5.7:  Sequenzalignment  der  Vorläuferproteine  CapA  und McjA.  Das  essentielle  Thr  an  der 
P2‐Position der Proteaseschnittstelle beider Vorläuferproteine, sowie das konservierte Gly an Position 1 
und das Asp/Glu an Position 8 bzw. 9 der Lassosequenz, die nicht substituierbar waren, sind mit einem 





Aktivierung  der  Seitenkettencarboxylgruppe  des  Asp9.  Diese  Aktivierung  erfolgt  vermutlich  durch 
eine  Adenylierung,  da  für  die  in  vitro  Biosynthese  von MccJ25  eine  ATP‐  und Mg2+‐Abhängigkeit 
gefunden wurde  [128]. Um die Spezifität dieser Adenylierung zu untersuchen, wurde die chemisch 
einzig  sinnvolle  D9E‐Mutante  generiert.  Diese  CapA‐Mutante,  die  einer  Ringerweiterung  des 
Makrozyklus  im  Capistruin  um  eine  Methylengruppe  entspricht,  wurde  jedoch  nicht  in  ein 
lassostrukturiertes  Peptid  konvertiert.  Unter  Berücksichtigung,  dass  die  Substitution  von  Glu8  in 
MccJ25  durch  Asp  ebenfalls  nicht  toleriert  wurde,  kann  davon  ausgegangen  werden,  dass  die 
Adenylierung  sehr  spezifisch  für die  Länge der  Seitenkette  ist.  Folglich besteht das Repertoire  zur 
Biosynthese von  Lassopeptiden  in Bakterien aus  zwei Proteasen, die entweder N‐terminal von Gly 
oder  Cys  spalten,  und  aus  zwei  Carboxylgruppen‐aktivierenden  Enzymen,  die  spezifisch  für  die 
Seitenkette von Asp oder Glu sind.  
Die  Spezifität der Biosynthesemaschinerie bezüglich  einzelner  Positionen der  Lassosequenz wurde 
mit Hilfe eines Alaninscans analysiert. Dabei wurden neben dem bereits diskutierten Gly1 mit Arg11, 
Val12  und  Ile13  drei  für  die  Lassopeptidreifung  kritische  Reste  identifiziert,  die  innerhalb  des 
Schleifenmotivs  von  Capistruin  lokalisiert  sind.  Konservative  Substitutionen  von  Val12  und  Ile13 
durch  Leu  regenerierten  die  Biosynthese,  wohingegen  Arg11  auch  nicht  durch  Lys  substituiert 
werden  konnte.  Demzufolge  ist  von  einer  entscheidenden  Funktion  dieses  Restes  bei  der 
Lassoreifung  auszugehen. Die  identifizierten  vier  kritischen Reste bilden  zusammen mit Asp9  eine 
kontinuierliche  Fläche  auf  der Oberfläche  des  Capistruinmoleküls,  so  dass  eine  Erkennung  dieses 
Motivs durch die Biosynthesemaschinerie im Verlauf der Lassopeptidbildung postuliert werden kann 










Abbildung  5.8:  Position  der  für  die  Biosynthese  von  Capistruin  kritischen  Aminosäuren.  (A)  NMR‐
Struktur von Capistruin. Die  lösungsmittelzugängliche Oberfläche  ist  in  transparentem grau gezeigt. Für 
die  Reifung  des  Lassopeptids  kritische  Aminosäuren  (Gly1,  Asp9,  Arg11,  Val12  und  Ile13)  sind  rot 
hervorgehoben. (B) Abgeleitet aus (A) durch eine 180°‐Drehung um die y‐Achse. 
 
Mit  Thr2  bis  Pro8  konnten  dagegen  alle  Aminosäuren  des  Rings,  die  nicht  an  der 
Zyklisierungsreaktion beteiligt sind, sowie alle Reste innerhalb des linearen C‐Terminus, die innerhalb 
oder  unterhalb  des Makrozyklus  positioniert  sind  (Ser14‐Asn19)  durch  Alanin  unter  Bildung  von 
lassostrukturierten Capistruinvarianten substituiert werden. Die Prozessierung des Vorläuferproteins 
wurde  demzufolge  durch  Alaninsubstitutionen  an  diesen  Positionen  nicht  verhindert,  allerdings 
zeigten die Mutationen einen Einfluss auf die Produktionsmenge des Lassopeptids, da die Ausbeuten 
teilweise  signifikant  unter  denen  des Wildtyps  lagen.  Unter  der  Annahme,  dass  das  heterologe 
Expressionssystem  eine  vergleichbare  Transkription  und  Translation  der  CapA‐Varianten  erlaubte, 
deutet  dies  auf  eine  reduzierte  Erkennung  und  langsamere  Umsetzung  der  Varianten  durch  die 
Biosynthesemaschinerie hin. Interessanterweise wurden alle Capistruinvarianten im Kulturüberstand 











wurde  eine  Induktion ‐helikaler  Strukturen  durch  Zugabe  von  SDS,  also  bei  einer  Erhöhung  der 
Diskussion 
116 
Hydrophobizität  des  Lösungsmittels,  beobachtet.  Dies  könnte  auf  eine  Wechselwirkung  mit  der 
Lipiddoppelschichtmembran  und  damit  auf  eine  Leaderpeptid‐basierte  Kolokalisierung  mit  dem 
Exporter CapD hindeuten. 
Unter Berücksichtigung der Homologievergleiche, der Ergebnisse der Mutationsanalysen  sowie der 
Erkenntnisse,  die  bei  den  Biosynthesestudien  des MccJ25  gesammelt  wurden  [128,130,131,202], 
kann ein Schema  zur Biosynthese von Capistruin postuliert werden  (Abbildung 5.9). Zunächst wird 
das  Vorläuferprotein  CapA  ribosomal  synthetisiert.  CapC  adenyliert  in  einer  ATP‐  und  Mg2+‐
abhängigen  Reaktion  die  Seitenkettencarboxylgruppe  von  Asp9  und  ist  dabei  spezifisch  für  die 
‐Carboxylfunktion, da eine D9E‐Substitution nicht  toleriert wird. CapB erkennt das TXG‐Motiv der 
Proteaseschnittstelle  innerhalb des Vorläuferproteins von CapA und hydrolysiert die Peptidbindung 
N‐terminal  des  Glycins,  wodurch  mit  der  ‐NH2‐Gruppe  das  Nukleophil  der 
Makrozyklisierungsreaktion  generiert wird.  Durch  Substitutionen  des  Threonins  oder Glycins wird 
diese Proteolysereaktion inhibiert. Der anschließenden Makrolaktambildung durch den nukleophilen 
Angriff  der N‐terminalen  Aminogruppe  auf  die  als  Adenylat  aktivierte  Carboxylfunktion  von  Asp9 
geht  eine  Vorfaltung  des  19‐AS  Peptids  voraus,  da  das  Hindurchfädeln  des  C‐Terminus  nach 
erfolgtem  Ringschluss  sterisch  nicht  möglich  ist  und  demzufolge  die  lassoartige  Struktur  vorher 
gebildet werden muss.  Das  lassostrukturierte,  gereifte  Peptid wird  anschließend  durch  den  ABC‐
Transporter CapD ins Medium sekretiert. Durch den Export wird die intrazellulare Konzentration des 
Capistruins  gering  gehalten  und  damit  eine  Immunität  des  Produzenten  gewährleistet.  Die 
Reihenfolge der  Teilreaktionen  ist hier  zur Vereinfachung  sequentiell beschrieben und dargestellt. 
Wahrscheinlich erfolgen diese aber beinahe zeitgleich. Die beiden Reifungsenzyme CapB und CapC 
agieren  vermutlich  in  Form  eines  Komplexes  und  erkennen  das  Vorläuferprotein  bzw.  die 
Lassosequenz anhand der für die Konversion als essentiell identifizierten Fläche, die von Gly1, Asp9, 
Arg11, Val12 und  Ile13 auf der Moleküloberfläche gebildet wird. Die Ausbildung dieser Struktur  ist 
dabei  eventuell  der  Seitenkettenaktivierung  vorgeschaltet  und  verhindert  somit  die  Synthese  von 









Abbildung  5.9:  Postulierte Biosynthese  von  Capistruin. Das  zur Asparagin  Synthetase  homologe  CapC 
aktiviert  die  Seitenkettencarboxylgruppe  von  Asp9  der  Lassosequenz  (rot)  durch  Adenylierung.  Die 
putative Protease CapB  spaltet hydrolytisch das  ribosomale Vorläuferprotein CapA  in das  Leaderpeptid 
(schwarz) und die Lassosequenz, wodurch die N‐terminale Aminogruppe des Gly1 freigesetzt wird. Nach 








MccJ25  eine  antibakterielle  Aktivität  gegen  nahe  verwandte  Stämme,  darunter  alle  untersuchten 
Burkholderia‐Stämme mit MICs zwischen 12 und 150 µM. Bakterien, die sensitiv gegenüber MccJ25 
waren [124,140], konnten in ihrem Wachstum nicht gehemmt werden. Folglich zeigen Capistruin und 
MccJ25  ein  unterschiedliches  Wirkungsspektrum.  Die  Tatsache,  dass  beide  Peptide  gegen  nahe 
verwandte  Stämme  aktiv  sind,  impliziert  eine  vorteilsvermittelnde  Funktion  bei  der  Kompetition 
innerhalb  des  gleichen  Habitats.  Das  intrazelluläre  Zielmolekül  von  MccJ25  in  gramnegativen 
Bakterien  ist die RNA‐Polymerase  [115,116,144,145]. Da  für  Siamycin ebenfalls eine  Inhibition der 
RNA‐Polymerase  von  Streptomyceten  gefunden  wurde  (Konstantin  Severinov,  persönliche 
Mitteilung), könnte es sich dabei um ein generelles Zielmolekül von Lassopeptiden handeln. Analysen 
zur  Inhibition der RNA‐Polymerase von Pseudomonas‐ und Burkholderia‐Stämmen durch Capistruin 
werden  momentan  in  Zusammenarbeit  mit  Prof.  Severinov  durchgeführt.  Die  Ergebnisse  dieser 






Komplexes  opportunistische  Infektionen  beispielsweise  bei  Patienten  mit  Zystischer  Fibrose 
verursachen  [203‐205].  Da  Vertreter  dieses  Komplexes  natürlicherweise  resistent  gegen 
Aminoglycoside und Polymyxin B sind, ist die Suche nach neuen Antibiotika zur Behandlung infizierter 








nahe  verwandten  Burkholderia‐Stämmen  identifiziert  (Abbildung  5.10).  Dabei  fällt  auf,  dass  das 
Vorläuferprotein CapA sehr stark konserviert  ist, da  lediglich zwei Substitutionen, und zwar L4F und 
N17H,  gefunden wurden  (Abbildung  5.11).  Beide Mutationen  befinden  sich  im  Leaderpeptid  und 
haben  daher  keinen  Einfluss  auf  die  Primärstruktur  des  Lassopeptids.  Interessanterweise  ist  in 
Burkholderia mallei der Exporter CapD nicht vorhanden. Dies wirft die Frage auf, ob dieser Stamm 
trotz  der  Abwesenheit  des  vermeintlichen  Immunitätsproteins  in  der  Lage  ist,  Capistruin  zu 
produzieren.  Vielleicht  liegt  auch  analog  zu  YojI  in  E. coli  ein  alternativer  Exporter  vor,  der  die 
Sekretion des Lassopeptids übernimmt [139]. 
Die  Identifizierung  von Capistruinclustern  in B. mallei und B. pseudomallei  ist  sehr  interessant, da 
beide  als  Erreger  von  Rotz  bzw.  Melioidose  pathogen  sind  und  als  waffenfähige  biologische 
Kampfstoffe eingeordnet werden [208,209]. Obwohl das antibakterielle Wirkspektrum sich auf nahe 














Abbildung  5.11:  Sequenzalignment  von  CapA  mit  den  homologen  Vorläuferproteinen  anderer 
Burkholderia Spezies. Die Vorläuferproteine sind stark konserviert. Lediglich an den Positionen Leu4 und 
Asn17  sind konservative Substitutionen durch Phe bzw. His  zu  finden.  Innerhalb der Capistruinsequenz 






Für  den Glucagonrezeptorantagonisten BI‐32169  [121] wurde  aufgrund  seiner Ähnlichkeit mit  der 
Primärstruktur von Lassopeptiden der Klassen I und II eine Lassostruktur postuliert. Diese Hypothese 









sich  durch  ein  Cystein  an  Position  1,  sowie  durch  4  Cysteine  insgesamt  aus,  die  nach Oxidation  zwei 
Disulfidbrücken bilden. Dabei sind jeweils ein Cystein des Rings und eines des C‐Terminus verbunden, was 







Bei  der  Tandem‐massenspektrometrischen  Analyse  des  nativen  Peptids  dominierte  die  Serie,  die 
Peptidbindungsbrüche N‐terminal von Pro11 beinhaltete. Generell werden Bindungsbrüche auf der 
N‐terminalen Seite von Prolinen überproportional oft beobachtet und resultieren  in Fragmentionen 




werden,  die  sich  unmittelbar  unterhalb  des  Makrozyklus  befindet.  Interessanterweise  ist  diese 
Tendenz  auch  im  Fragmentierungsverhalten  des  reduzierten  BI‐32169  zu  beobachten  gewesen. 
Darüber  hinaus  zeigte  das  reduzierte  Peptid  ein  schwaches  Fragmentierungsverhalten wie  es  für 
Lassopeptide der Klasse  II beschrieben wurde. Es konnte nach der Reduktion  in die native Struktur 
reoxidiert  werden  und  ein  Erhitzen  der  reduzierten  Probe  führte  nicht  zu  einem  zusätzlichen 
chromatographischen  Signal,  wie  für  die  beiden  temperatursensitiven  Capistruinvarianten 
R15A/F16A  und  R15K/F16A/F18A  beobachtet  wurde.  Aus  der  Summe  dieser  Eigenschaften  kann 
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daher  auf  eine  stabile  Lassostruktur  des  reduzierten  BI‐32169  geschlossen  werden.  Der  einzige 
Widerspruch besteht in der Labilität gegenüber Carboxypeptidase Y, die ansonsten nicht in der Lage 
war, lassostrukturierte Peptide um mehr als zwei C‐terminale Aminosäuren abzubauen. Allerdings ist 






und  Pro16  keine  sterisch  anspruchsvolle Aminosäure  direkt  unterhalb  der  Ringebene  positioniert, 
wie es beispielsweise  in MccJ25 und Capistruin zu beobachten  ist  [109,122,123,181,182]. Aufgrund 
der Disulfidbrücke ist eine analoge sterische Fixierung zur Stabilisierung der Lassostruktur auch nicht 




den C‐terminalen  Schwanz  im Ring nicht‐kovalent  verankert. Diese  Funktion  könnte  eine wichtige 
Rolle  bei  der  Biosynthese  von  BI‐32169  spielen,  denn  in  der  Regel werden  Disulfidbindungen  in 
Prokaryoten aufgrund des  reduzierenden Milieus  innerhalb des Cytoplasmas extrazellulär gebildet, 
so  dass  die  sterische  Verankerung  durch  Trp17  notwendig  wäre,  um  eine  Entfaltung  der 






Abbildung  5.13:  Stabilisierung  der  Lassostruktur  des  nativen  und  reduzierten  BI‐32169.  (A)  NMR‐
Struktur  von  BI‐32169.  Die  Disulfidbindung  zwischen  Cys6  und  Cys19  (grün)  bindet  den  hindurch 
gefädelten  C‐Terminus  (blau)  kovalent  an  den  N‐terminalen Makrolaktamring  (gelb,  Isopeptidbindung 







Abbildung  5.14:  Postulierte  Biosynthese  von  BI‐32169.  Zu  CapB  und  CapC  homologe  Proteine 
konvertieren das Vorläuferprotein  von BI‐32169  in  das  lassostrukturierte  reduzierte  Peptid, das  einem 
Klasse II‐Lassopeptid entspricht. Dabei wird eine stabile Verankerung des C‐Terminus innerhalb des Rings 




Die  vielversprechende  und  gefragte  Bioaktivität  von  BI‐32169  machen  das  Peptid  zu  einem 
interessanten Molekül mit Leitstrukturpotential. Der Beweis der postulierten Lassostruktur eröffnet 
darüber  hinaus  neue  Wege  zur  Derivatisierung.  In  einem  US‐Patent,  das  die  Verwendung  von 
BI‐32169  sowie  dessen  Derivaten  zur  Inhibition  des  Glucagonrezeptors  beschreibt,  wurde  die 
Festphasenpeptidsynthese (engl. solid phase peptide synthesis, SPPS) der bizyklischen Verbindungen 
patentiert  [210].  Unter  Berücksichtigung  der  Lassostruktur,  die  mit  Sicherheit  essentiell  für  die 




ribosomalen  Ursprung  des  Vorläuferproteins  [130,181]  und Mutagenesestudien  von MccJ25  und 
Capistruin  offenbarten  eine  promiske  Biosynthesemaschinerie,  die  eine  in  vivo  Produktion  von 
Lassopeptidvarianten durch mutierte Vorläuferproteine erlaubte [146,182]. Voraussetzung für diese 
Strategie  ist  die  Identifizierung  des  Biosyntheseclusters  von  BI‐32169  in  Streptomyces  sp. 
Anschließend  sollte  mit  Hilfe  eines  analogen  in  vivo  Ansatzes  die  Optimierung  der  bereits 
vorhandenen, pharmakologisch  relevanten Bioaktivität  zu erreichen  sein. Alternativ könnten durch 






Für  Anantin wurde  eine  Lassostruktur  aufgrund  seiner  zu  Lassopeptiden  der  Klasse  II  homologen 
Primärstruktur  diskutiert  [36].  Die  durchgeführten  Fragmentierungs‐  und  Proteolysestudien 
unterstützen diese Hypothese. Anantin zeigte ein schwaches Fragmentierungsverhalten, wobei alle 
b‐  und/oder  y‐Fragmentionen,  die  aus  Peptidbindungsbrüchen  innerhalb  des  C‐Terminus 
hervorgehen  können,  beobachtet  wurden,  so  dass  kein  Hinweis  auf  binäre  Komplexfragmente 
besteht. Die Intensität der Fragmentionen war jedoch niedrig und damit typisch für lassostrukturierte 
Peptide.  Eine  Inkubation  mit  Carboxypeptidase  Y  resultierte  lediglich  in  der  Abspaltung  der 





der ‐NH2‐Gruppe  von Gly1 mit  der  ‐Carboxylgruppe  von  Asp8  hervorgeht,  besitzt  Anantin  den 
kleinsten Zyklus aller bekannten Lassopeptide der Klasse II. Die Tatsache, dass der Carboxypeptidase 
Y‐Verdau nach der Abspaltung von Phe17 stoppt,  impliziert eine Lassostruktur des Abbauprodukts. 
Folglich  kommt  im  Falle  des Anantins  Tyr13  zur  sterischen Verankerung  des  C‐Terminus  in  Frage. 


















als  pharmakologisch  aktive  Sequenz  ausgewählt,  um  die  Übertragbarkeit  des  Konzeptes  auf 
Lassopeptide zu evaluieren.  




und  führte  zur  Bildung  eines  lassostrukturierten  Peptids  wie  anhand  des  prototypischen 
Fragmentierungsverhaltens gezeigt werden konnte. Die RGD‐Variante des MccJ25 war  fermentativ 
zugänglich und konnte mit einer Ausbeute von 0.5 mg/L Kultur aus E. coli durch eine Kombination 
aus  Festphasenextraktion  und  präparativer  HPLC  zur  Homogenität  gereinigt  werden.  In  vitro 
Bindungsstudien zeigten mit IC50‐Werten von 17.2 nM und 169.4 nM für v3 und v5 Integrine eine 
hohe Affinität des MccJ25 RGD. Damit wurde für das Lassopeptid  im Vergleich zum Referenzpeptid 
Cilengitid,  das  sich  momentan  als  Angiogenesehemmer  zur  Behandlung  von  Glioblastomen  in 
klinischer  Phase  III  befindet  [212,213],  eine  etwa  um  den  Faktor  20  bzw.  10  geringere  Affinität 
beobachtet [163,164]. 
Besonders  hervorzuheben  ist,  dass  MccJ25  keine  Affinität  zeigte.  Demzufolge  wurde  durch  die 
Insertion  des  RGD‐Motivs  eine  vollständig  neue  Bioaktivität  in  das  stabile  Peptidgerüst  des 
Lassopeptids  eingeführt.  In  vivo  Angiogenesestudien  mit  HUVECs  zeigten,  dass MccJ25  RGD  die 
Ausbildung von Gefäßen ab einer Konzentration von 10.9 µg/mL  reduzieren konnte.  Im Gegensatz 
dazu wurde keine antiproliferative Wirkung des Peptids bis zu einer Konzentration von 125 µg/mL 
beobachtet.  Folglich  erlaubt MccJ25  RGD  eine  spezifische  Hemmung  der  Angiogenese,  ohne  die 
Vitalität der Zellen zu beeinflussen. Da  Integrine des Typs v3 und v5 mit Tumorangiogenese  in 
Verbindung  gebracht  werden,  bestätigen  die  in  vivo  Daten  eindeutig  die  in  vitro  beobachtete 
Affinität.  Das  bei  den  in  vitro  Bindungsstudien  überlegene  Cilengitid  zeigte mit  einer minimalen 
effektiven  Konzentration  von  10  µg/mL  bei  den  Angiogenesestudien  in  vivo  eine  zu MccJ25  RGD 
vergleichbare  Aktivität.  Interessanterweise wurde  für  das  Heptapeptid  Ac‐FVRGDTP‐NH2,  das  der 
Peptidsequenz  innerhalb  des ‐Schleifenmotivs  von MccJ25 RGD  entspricht,  in  vitro  eine  lediglich 
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transformieren, während das proteolyselabile  lineare Heptapeptid  lediglich  in der Abwesenheit von 
Proteasen stabil ist und eine produktive Wechselwirkung zeigt.  
Die  Konversion  des  inaktiven  MccJ25  in  einen  nanomolaren  Integrininhibitor  mit  anti‐
angiogenetischer Wirkung durch  Insertion des RGD‐Epitops verdeutlicht eindrucksvoll das Potential 
von  Lassopeptiden  als  stabile  Peptidgerüste  zur  Präsentation  von  Pharmakophoren.  Aktuelle 









Homologen mit Hilfe  von BLAST‐Analysen möglich.  Eine Untersuchung der  flankierenden Bereiche 
des  identifizierten Proteins  liefert  in der Regel Homologe zu CapC/McjC und CapD/McjD, wobei das 
anABC‐Gencluster, das vermutlich für die Biosynthese von Anantin kodiert, deutlich macht, dass ein 
Exporter  nicht  zwangsläufig  vertreten  sein  muss  (Marcel  Zimmermann,  unveröffentlichte 
Ergebnisse). Neben der  initialen  Identifizierung der Gene, die  für Reifungs‐ und Transportproteine 
kodieren, ist die Identifizierung des Vorläuferproteins und korrekte Vorhersage der Lassosequenz für 
die  massenspektrometrisch  gestützte  Lassopeptidsuche  entscheidend.  Die  Ergebnisse  der 
Mutationsanalysen der beiden Vorläuferproteine McjA  [146,147] und CapA  [182]  liefern  jetzt eine 
solide  Basis,  um  die  Kriterien  zur  Identifizierung  putativer  Vorläuferproteine  in  kryptischen 




(II)  Glycin  oder  Cystein  befinden  sich  15  bis  22  Aminosäuren  entfernt  vom  C‐Terminus  des 




(IV)  An  Position  8  oder  9  der  Lassosequenz  (bezogen  auf  Gly1/Cys1)  liegt  ein  Aspartat  oder 
Glutamat vor (Elektrophil der Makrozyklisierungsreaktion). 
(V)  Im C‐terminalen Bereich  (ab Position 13 der Lassosequenz)  ist eine  sterisch anspruchsvolle 
Aminosäure (Phe, Tyr, Trp, Arg) zu finden.  
 
Ein  Genomisches  Mining,  bei  dem  die  optimierten  Kriterien  berücksichtigt  wurden,  führte  zur 
Identifizierung von sechs kryptischen Lassopeptidclustern  in Bakterien  (Abbildung 5.15). Vier dieser 
Cluster  enthalten  neben  den  prozessierenden  Enzymen  auch  einen  ABC‐Transporter, wohingegen 
dieser in den Clustern von Asticaccaulis excentricus und Caulobacter segnis nicht vorhanden ist, was 
kein Nachteil  für  die  Funktionalität  bedeuten muss.  In  Streptomyces HK1  und  Caulobacter  segnis 
wurden  sogar  mehrere  Vorläuferproteine  identifiziert,  die  den  Anforderungen  entsprechen.  Mit 
Ausnahme des Clusters in S. sviceus, der für die Produktion eines Klasse I Vertreters kodieren sollte, 
scheinen  alle  für  die  Biosynthese  von  Lassopeptiden  der  Klasse  II  verantwortlich  zu  sein 
(Abbildung 5.16).  
Die  Suche  nach  den  postulierten  Lassopeptiden  wird  zeigen,  ob  die  identifizierten  kryptischen 
Gencluster  funktional  sind  und  damit  die  Biosynthese  von  neuen  lassostrukturierten  Peptiden 
katalysieren.  Dabei  wird  die  Isolierung  neuer  Vertreter  das  Wissen  über  diese  einzigartigen 




























Die  Resistenzentwicklung  von  Pathogenen  ist  und  wird  auch  in  Zukunft  eine  der  wichtigen 
Herausforderungen  für die moderne Medizin sein. Dabei können neue Naturstoffe einen wichtigen 
Beitrag  zur Erfüllung dieser Aufgabe  leisten.  In  zunehmendem Maß  spielen bei der  Isolierung  von 
Naturstoffen rationale Strategien auf der Basis der stetig steigenden Informationsfülle sequenzierter 
Genome eine Rolle. Mit der Isolierung des Lassopeptids Capistruin konnte  im Rahmen dieser Arbeit 
zum  ersten  Mal  gezeigt  werden,  dass  auch  Lassopeptide  mittels  eines  rationalen  Ansatzes 
identifiziert  werden  können.  Diese  Naturstoffe  sind  für  Peptide  aus  proteinogenen  Aminosäuren 
außerordentlich  stabil  und  werden  durch  eine  Biosynthesemaschinerie  mit  relaxierter 
Substratspezifität  aus  einem  ribosomalen  und  damit  genetisch  kodierten  Vorläuferprotein 
synthetisiert.  Durch  diese  Kombination  sind  Lassopeptide  für  Protein  Engineering  Ansätze 
prädestiniert. Die Generierung eines nanomolaren  Integrininhibitors auf der Basis des Lassopeptids 
MccJ25  kann  als  erster  Beweis  des  bisher  nicht  genutzten  Potentials  dieser  bakteriellen  Peptide 
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